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RESUMEN 
 
Dada la variedad de géneros y extensión de las plantas de la familia 
melastomatácea en Colombia, estas ha sido objeto de estudio del grupo 
Polifenoles UTP, en las que se ha encontrado diversos tipos de metabolitos con 
actividad antioxidante, antibacterial, antifúngica, alelopática, antimicótica entre 
otras actividades farmacológicas.  Esta investigación se enfoca en establecer un 
perfil químiotaxonómico de una fracción del extracto en diclorometano (DCM) de la 
melastomatácea Clidemia rubra por CG-EM IE (Cromatógrafo de gases acoplado 
a un espectrómetro de masas por modo de impacto electrónico), la evaluación de 
la actividad antibacterial del extracto empleando la técnica de perforación en placa 
Kirby-Bauer modificado y la determinación de actividad captora de radicales libres 
tanto del extracto en DCM como del extracto acuoso empleando el método 
espectrofotométrico del DPPH. 
 
La fracción DFc1 obtenida de la fase orgánica (186.51 g) de la especie Clidemia 
rubra fraccionada en columna de Silca gel se analizó por CG-EM IE, del 
cromatograma obtenido se elucido y propuso la estructura de 10 compuestos por 
comparación con la librería de espectros Wiley (séptima edición 2003).  Las otras 
fracciones se evaluaron por cromatografía en capa fina y se conservaron para 
posteriores estudios. 
 
El extracto en DCM presentó actividad biológica contra Staphylococcus aereus 
con porcentajes de inhibición de 66.4, 57.4 y 46.1% para concentraciones de 100, 
50 y 25 mg/mL respecto al control, amoxicilina a 5 mg/mL. 
 
Las fracciones obtenidas a partir del extracto acuoso arrojaron resultados positivos 
respecto a la actividad antioxidante, los mayores resultados se obtuvieron para las 
fracciones E4L y E4F 2.0258 y 2.0657 µeq de DPPH/g de fracción seca, resultado 
muy próximo a la actividad del control (ácido ascórbico, 2.51 µeq de DPPH/g de 
ácido ascórbico). 
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1. ANTECEDENTES 
 
1.1. Planteamiento del problema. 
 
CENIVAM (centro de investigación) ha apoyado durante 3 años los estudios 
realizados por el Grupo Polifenoles UTP, cuya línea de investigación ha sido 
principalmente el estudio de compuestos tipo fenólico, poli fenólico y su evaluación 
en actividades como: antioxidante, biológica, antitumoral, alelopática entre otras. 
 
El Grupo Polifenoles UTP en convenio con el Grupo Productos Naturales de la 
Universidad Tecnológica del Chocó, liderado por la Dra. Nayibe Pino, colectó en el 
departamento del Chocó diferentes plantas, las cuales fueron enviadas al Grupo 
Polifenoles UTP, con el objetivo de realizar aportes científicos a éstas especies.  
Entre ellas se encuentra la especie C. rubra, perteneciente a la familia 
melastomataceae, la cual ha sido en varias ocasiones objeto de estudio en el 
Grupo Polifenoles UTP. 
 
 
1.2. Formulación del problema. 
 
¿Existe actividad antibacterial contra Salmonella gallinarum, Salmonella ATCC 
13311, Escherichia coli aislada de pollo, Escherichia coli ATCC 13706, 
Staphylococcus aereus, y Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, en el extracto en 
diclorometano de Clidemia rubra? 
 
Por lo tanto, se iniciará el estudio fitoquímico preliminar de las hojas de la especie 
C. rubra.  Para esto se proponen los siguientes objetivos: 
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1.3. Objetivos. 
 
1.3.1. Objetivo general. 
 
Proponer la posible estructura molecular de algunos metabolitos secundarios 
presentes en una fracción del extracto en diclorometano (DCM) de las hojas de C. 
rubra utilizando cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas. 
 
 
1.3.2. Objetivos específicos. 
 
 Evaluar la actividad antibacterial del extracto en DCM de la especie C.  
rubra. 
 Evaluar la actividad antioxidante del extracto en DCM
 
de la especie C. 
rubra a través de
 
la técnica espectrofotométrica del DPPH.  
 Separar el extracto en DCM obtenido de las hojas de C. rubra por 
cromatografía en columna sobres sílice gel. 
 Evaluar las fracciones obtenidas de la cromatografía en columna mediante  
cromatografía en capa fina y algunas por cromatografía de gases acoplada 
a espectrometría de masas. 
 
 
1.4. Justificación. 
 
Según la revisión bibliográfica, realizada en su mayoría por Internet, 
especialmente por buscadores como: http: //www.sciencedirect.com/college, 
http://www.pubmed.com, Scopus, EBSCOhost, American Chemical Society  ACS, 
entre otros, clasificada y filtrada a través del programa Endnote X, la especie 
Clidemia rubra no ha sido investigada a nivel fitoquímico ni su posible actividad 
biológica.  La importancia del estudio de la especie C. rubra se fundamenta en dos 
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razones: la primera, el aporte de estudios fitoquímicos a una especie del territorio 
nacional, como el estudio de una especie de una de las familias más extensas, la 
familia Melastomatácea, conformada aproximadamente por 166 géneros y 4200-
4500 especies1, considerada una de las familias con mayor concentración de 
especies en el mundo.  Del genero Clidemia, se presenta en su mayoría la especie 
Clidemia hirta2.  La especie C. rubra se localiza especialmente en la zona del 
Amazonas3. 
 
Segundo, se evaluarán dos tipos de actividades de gran impacto a nivel 
farmacológico y veterinario, actividades que pueden otorgar un valor agregado a 
ésta especie, como lo es la actividad antioxidante, que de conducir a un resultado 
positivo implica la existencia de moléculas capaces de favorecer la captación de 
radicales libres y en consecuencia promover la disminución de enfermedades 
dependientes de procesos oxidativos a nivel celular4.  En la actividad antibacterial 
se trabajará con bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, su 
nombre surge porque se caracterizan por estar la mayoría del tiempo en el tracto 
intestinal. Está constituida por bacilos Gram-negativos, no esporulados.  La 
mayoría, microorganismos oportunistas capaces de invadir zonas estériles y 
causar enfermedades nosocomiales5.  Además se evaluará actividad contra otro 
microorganismo patógeno como Salmonella. 
 
En consecuencia se dará inicio a la búsqueda de metabolitos secundarios de la 
especie C. rubra.  Partiendo de un extracto orgánico, el estudio fitoquímico 
consiste principalmente en compuestos tipo terpeno, por ser éstos el conjunto mas 
amplio de metabolitos secundarios de los vegetales6. 
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2. MARCO TEORICO 
 
2.1. LA FAMILIA Melastomataceae. 
 
2.1.1. Historia y ubicación filogenética. 
 
Fue reconocida y descrita por primera vez como unidad natural por Jussieu 
(1789).  David Don (1823) estableció la estructura de la familia basándose en la 
placentación y en caracteres de la semilla.  De Candolle (1828) agrupó los 68 
géneros de Melastomataceae teniendo en cuenta el tipo de semilla (cocleadas con 
embriones rectos o curvos), grado de fusión entre el hipando y el ovario, tipo de 
fruto, adornos del ovario, dehiscencia de las anteras (un poro, dos poros o ranuras 
longitudinales).  Naudin (1849-1853) dio énfasis al lugar y clase de plantación 
como número de semillas para establecer la distinción entre cinco subfamilias 
(Melastomatoideae, Astronioideae, Kibessioideae, Memecyloideae y 
Mouririoideae).  Posteriormente, fue publicado (1865) y sujeto a modificación 
(1871) el sistema Triana.  Agrupa las melastomatáceas en tres subfamilias, 
melastomatoideas, astronioideas y memeciloideas: las cuales incluyen trece tribus. 
 
Cogniaux (1891) y Krasser (1893) plantearon modificaciones al sistema Triana, y 
el mas reciente Renner (1993) plantea tres familias diferentes (Melastomataceae, 
Memecylaceae y Crypteroniaceae, esta última de Asia)7. 
 
 
2.1.2. Distribución y diversidad. 
 
Es la séptima familia más diversa del planeta y se considera la más importante del 
bosque tropical pluvioso de montaña neotropical, con 180 géneros y alrededor de 
5000 especies distribuidas en todos los países intertropicales y subtropicales del 
Viejo y Nuevo Mundo, las dos terceras partes de las especies están confinadas a 
la Región Neotropical y 2950 especies habitan el Nuevo mundo.  
Melastomataceae comprende alrededor de 3000 especies en el Neotrópico, 100 
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en la región tropical Asiática, 240 en África y 225 en Madagascar  En América del 
Sur tiene dos centros de diversificación: uno en las tierras altas de las Guyanas, 
irradiando hacía los Andes Septentrionales, y el otro en la región montañosa del 
Brasil Central.  En Argentina esta representada por 9 géneros y 27 especies 
Miconia y Tibouchina son los géneros más representativos de la familia, con 
aproximadamente 28 géneros y 2000 especies de arbustos y árboles pequeños en 
el Neotrópico y alrededor de 300 especies distribuidas en la región tropical  
subtropical de América Latina respectivamente8, 9  
 
Colombia es el país con mayor diversidad de la familia al nivel neotropical, se 
registran alrededor de 64 géneros nativos que incluyen más de 900 especies 
distribuidas en su mayoría en la zona de los Andes, Chocó Biogeográfico y 
Amazonía.  En Orinoquía se encuentran aproximadamente 38 géneros, ubicados 
en el piedemonte, morichales, bosques de galería y sabanas. 
 
La familia melastomataceae es catalogada como una de las familias de 
dicotiledóneas más diversas del bosque secundario pluvial andino ubicado en la 
cordillera central de Antioquia, Colombia, con 15 géneros y 36 especies, 6 
pertenecientes al género Clidemia, las cuáles también presentan una amplia 
distribución en el Neotrópico por un factor latitudinal y longitudinal similar en su 
rango geográfico, datos obtenidos según análisis florístico y fitogeográfico 
realizado con el fin de inventariar la riqueza de especies vasculares en ésta 
región10.  La amplia distribución y extensa información en la literatura sobre 
historia natural de sus especies han permitido que la familia Melastomataceae sea 
objeto de estudio en diversos campos11. 
 
 
2.1.3. Diagnosis general de la familia Melastomataceae. 
 
Leguminosas de hábito arbóreo o arbustivo en su mayoría, aunque también 
existen árboles, herbáceas y lianas o bejucos, sufrúctices, hierbas erectas o 
postradas, hemiepifitas o pocas veces epífitas.  Regularmente son plantas 
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conspicuas, algunas gigantes (hasta 35m de altura) y menos frecuente liliputs 
poco vistosas de escasos centímetros (2,5-5cm de talla).  Plantas glabras o con 
diferentes tipos de cubierta de tricomas adpresos o laxos (villosas, pubescentes, 
pubérulas, estrigosas o híspidas), indumento denso-aracnoideo o ferrugíneo en 
todas o algunas estructuras.  Tricomas sencillos o con una seta central, bulbosos, 
pinoideos, harinosos, peltados, piramidales, a manera de escamas ovoideos o 
irregulares, globosos, (multicelulares) o esponjosos. Tallo definido, pocos géneros 
son plantas acaules arrosetadas o con un tallo subterráneo corto.  Ramas, 
cuadrangulares, subcuadrangulares o teretes, pocas veces aplanadas o 
fuertemente aristadas.  Nudos lisos o con una línea interpeciolar que regularmente 
es coronada de tricomas o escamas; pocas veces se presentan apéndices a 
manera de arandelas o lóbulos en la base del pecíolo.  Estípulas generalmente 
ausentes, aunque unas pocas especies las presentan y pueden ser foliosas o 
filamentosas.  Hojas simples, opuestas, o dispuestas en conjunto de tres o más 
ramos que están en un mismo plano alrededor de un tallo, algunas veces 
desiguales, oblongas u ovaladas, con 3 o 4 nervios palmedos o plinervados, flores 
dispuestas regularmente, con simetría radiada en torno al eje del pedúnculo floral 
o ligeramente zigomorfas, tetrámeras, pentámeras y ocasiónalmente 6 a 7-meras, 
con venación acrodroma y sin estípulas; las flores son bisexuales, simétricas y 
diplostemonas12.  Sus estambres suelen tener apéndices especiales, androceo 
con número de estambre doble que el de los pétalos, estambres libres inflexos en 
el botón floral, anteras basifijas, usualmente con dehiscencia poricida o 
longitidunal, gineceo sincárpico, infero y medio; ovario mas o menos concrescente 
con el hipantio; locular, estilo y estigma único, óvulos numerosos en cada lóbulo 
del ovario, generalmente anátropos.  Flor bisexual a excepciones unisexual 
(Miconia), actinomorfa o levemente zigomorfa, 4-10 mera pero con mayor 
frecuencia 4-6.  Hipando desarrollado, soporta los estambres y pétalos en una 
estructura denominada Torus; libre completamente o fusionado parcial o 
totalmente al ovario12.  Cáliz, caliptriforme o no; lóbulos generalmente cospicuos o 
persistentes hasta el fruto.  Corola de pétalos libres y dextrocontortos en el botón, 
expandidos o raras veces formando un tubo.  Ovario, súpero, ínfero o fusionado al 
hipando en diferentes grados, placentación axilar, apicalmente liso, o con un anillo 
obcónico, setuloso o fimbriado rodeando la base  del estilo.  Estilo filiforme o 
columnar, generalmente glabo.  Estigma inconspicuo o expandido, raras veces 
bilobulado.  Fruto baya o cápsula, regularmente encerrado por el tálamo del 
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hipanto, de tamaño variable que va desde unos cuantos milímetros hasta 5-6 cm 
de diámetro con pocas a numerosas semillas.  Semillas regularmente diminutas 
(menos de 1 mm de longitud), raras veces de hasta 3-4 mm, forma cocleada (en 
forma de caracol), a manera de cuña, oblonga filamentosa, y formas intermedias, 
menos frecuente aplanadas; testa lisa, conspicua o minutamente foveolada, 
tuberculada, equinada o rugosa.  Polen pequeño, radialmente asimétrico e 
isopolar, generalmente tricolporado, ocasionalmente puede tener 4-5 o mas 
colpos, y algunos granos son dicolporados o heteropolares; los granos de polen 
generalmente son libres o raras veces se presentas poliadas y tetradas, el polen 
maduro de las Melastomataceae contiene dos células (Figura 1)13,14  
 
 
Figura 1. Morfología típica de las plantas melastomatacea. 
 
A. Hojas de Miconia guaiquinimae Solt, M:L. Mostrando la venación 
acródroma característica, B. Flor de Centradenia grandiflora, C. Perfil de 
una flor típica de Monochaetum, D. Sección cruzada del ovario, mostrando 
placentación auxiliar, E, F. Estambres grandes, G, H. Estambres 
pequeños.  
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2.1.4. Farmacognosia de la familia Melastomataceae. 
 
Las plantas melastomatáceas han sido usadas como medicina tradicional, 
especialmente en Asia y Latinoamérica15.  La familia melastomatácea es 
considerada una de las 30 familias de mayor importancia botánica (plantas con 
valor nutricional), primordialmente por la especie Arthrostema ciliatum y Miconia16. 
 
En Brasil, Miconia albicans se usa como medicina natural para tratar 
enfermedades tropicales del tipo leishmaniasis, malaria, infecciones fúngicas y 
bacteriales, entre otras17.  El extracto de Mouriri pusa es empleado en la región 
central como medicina tradicional para tratar desordenes gastrointestinales18.  En 
Indonesia, Malasia y China, Melastoma, Medinila y Osbeckia se utilizan contra la 
diarrea, disentiría, leucorrea, afecciones respiratorias, malaria, cálculos en la 
vejiga, enfermedades del tracto genitourinario, irritaciones en las encías, diurético 
y enfermedades de la piel, como astringente y hemostático15  Los extractos y 
compuestos aislados de diferentes especies del género Miconia han demostrado 
tener actividades biológicas tales como antibiótica, antitumoral, analgésica y 
efectos antimaláricos19. 
 
El extracto etanólico de Tetrazygia bicolor exhibe un efecto antipatógeno 
interrumpiendo la comunicación célula a célula (QS) de la bacteria 
Chromobacterium violaceum (wt) y Agrobacterium tumefaciens20. 
 
La especie Melastoma dodecandurum se emplea como antipirético tradicional, 
antitóxico, diurético hemostático y medicina antirreumática.  Específicamente sus 
hojas sirven contra hemorroides, dermatitis, lepra, sarna, pie de atleta, y como 
antiabortivo.  Las raíces para el dolor abdominal en el postparto y disentirías.  El 
extracto en acetona acuosa al 80% exhibe actividad antialérgica15. 
 
El extracto etanólico de Melastoma malabathricum exhibe actividad antiviral ( 
HSV-1 y Poliovirus) y actividad citotóxica; en Indonesia y Malasia sus hojas se 
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usan como droga cruda contra la diarrea, disentería, leucorrea, ulceras, 
hemorroides y ulcera gástrica21.  En México Arthrostema ciliatum se emplea como 
diurético, purgante y refresco.  En Colombia el tallo de Arthrostema volubile y 
macrodesmun se emplea para bajar la fiebre principalmente en caso de malaria.  
Brachyotum strigosum se usa contra cálculos de la vejiga y otras enfermedades 
del trato genitourinario.  Chaetopelis micropylla se usa como diurético22. 
 
En Colombia, algunas especies de la familia son usadas como medicina 
tradicional para el tratamiento de la malaria, infecciones, heridas de la piel, 
enfermedades respiratorias, cálculos en la vejiga y otras dolencias genitourinarias, 
como diurético y como un remedio tópico para irritaciones en las encías.  La 
decocción de los tallos o de toda la parte aérea de Arthrostema volubile (Blompl. 
Ec Naudin) Triana y A. macrodesmun Gleason, se utilizan en Colombia, para bajar 
la fiebre, especialmente en el tratamiento de malaria.  El tallo o la savia son 
masticados para disminuir la sequedad e irritación en las encías.  La cocción de 
toda la planta de Brachyotum strigosum (L.f) Triana, es usada contra los cálculos 
en la vejiga y otras enfermedades del tracto genitourinario y la decocción de 
Chaetolepis microphylla (Blompl.) Miq. es usada como diurético12. 
 
El Kaempferol se aisló de la especie Tibouchina ciliaris (Vent.) Cogn (T.c) y 
presenta potencial actividad antimicrobiana contra una de las bacterias que 
afectan mas la industria avícola, Escherichia coli, presentando una concentración 
mínima inhibitoria (CMI) de 512 ìg/mL23. 
 
 
2.1.5. Fitoquímica de la familia Melastomataceae. 
 
Los principales componentes químicos encontrados en la familia Melastomataceae 
son de tipo flavonoide24, triterpenos25, compuestos de tipo polifenólico, 
especialmente taninos hidrolizables monoméricos ó pentaméricos26 y 
escasamente sustancias cianogénicas y alcaloide.  Diversas especies del género 
Miconia presentan especialmente compuestos de tipo triterpeno, cumarinas y 
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benzoquinonas27.  Antocianinas asiladas han sido encontradas en flores y frutos 
de diferentes especies, tales como, Lavoisiera Trembleya y Microlicia.  Se han 
realizado acercamientos quimiotaxonomicos aprovechando la distribución foliar de 
alcanos en la especie Huberia Glucósidos asilados han sido aislados de 
Monochaetum multiflorum24. 
 
Se ha caracterizado del extracto en DCM de las hojas de H. fascicularis ácido 
palmítico, ácido betulinico, â-sitoesterol, (-)-pinoresorcinol, (-)-pinoresinol, 4´,5,7-
trihidroxi-6,8-dimetilisoflavona y (2E,6S)-6-[(1R,5Z,3aS,9R,10Z,12aR)-
1,2,3,3a,4,7,8,9,12,12a-decahidro-9-hidroxi-3a,6,10-trimethilciclopentanocicloun-
dec decen -1-il]-2-metil-hept-2-enoico ácido28. 
 
Algunas plantas se caracterizan por tener glándulas secretoras de aceites, 
Epithelial elaiophores.  Lípidos florales transportados por abejas, que son usados 
como productos alimenticios larvales, principalmente de  la tribu Memecyleae, de 
sus 422 especies 322 poseen glándulas secretoras de aceites (anteras con 
glándulas cóncavas predominantes)29  
 
Estudios realizados en el género Tibouchina han mostrado su alta riqueza en 
taninos hidrolizables oligoméricos, flavonoides y compuestos de tipo fenólico 30.  
Las antocianinas, flavonoides obtenidos a partir del extracto de flores de 
Tibouchina semidecandra L. son ampliamente usadas como colorantes naturales 
en alimentos y como indicadores de tiempo de durabilidad de alimentos ácidos24. 
 
 
2.2. DESCRIPCIÓN DEL GÉNERO CLIDEMIA. 
 
El género Clidemia restringido al hemisferio occidental, se ubica preferencialmente 
en las tierras bajas del amazonas, selvas tropicales, y eventualmente en las zonas 
altas de las montañas, en su mayoría especies endémicas de una región limitada.  
En hábitat las especies son muy diversas. 
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El género cuenta con una gran cantidad de especies que han sido objeto de 
investigación en diversos campos; así, en estudios de morfología, ecología y 
modelos de distribución de las especies C. epiphytica y C. longifolia de Amazonía 
occidental se ha analizado la aplicación del principio de exclusión competitivo en 
ecosistemas31. 
 
La especie C. hirta, caracterizada por ser una planta exótica, cuenta con el mayor 
número de investigaciones del género, como consecuencia de su alto potencial de 
invasión de diferentes zonas, bosque tropical pluvioso continental en Singapur y 
bosques de Hawai, y relacionadas con el control biológico en la interacción con 
insectos32,33. 
 
 
2.2.1. Diagnosis general del genero CLIDEMIA. 
 
Hábito hierbas, sufrútices o arbustos de 0.3-2m de talla, raras veces lianas.  
Plantas grabras, pubescentes, villosas, estrigosas o con indumentos de diferentes 
tipos.  Tricomas sencillos filiformes o engrosados en la base (rectos o curvos), 
glandulares o estrellados (sesiles o estipitados), dendríticos, bulbosos, piniodeos, 
lepidotos, o harinosos.  Tallo generalmente terete, menos frecuente 
subcuadrangular o aplanado.  Hojas opuestas, ocasionalmente pseudoalternas por 
atrofiamiento completo de una hoja, con o sin anisofilia, regularmente simétricas, 
pecioladas o menos frecuentes sésilies.  Lámina de 5-25cm de longitud, forma 
ovalada, estrechamente ovada, elíptica u ovadoelìptica; base cordada, 
redondeada, aguda o atenuada, ápice acuminado, superacuminado o agudo.  
Venación con 1 a 4 pares de venas que acompañan a la vena media, basales o 
suprabasales.  Inflorescencia paniculada, en racimo, corimbiforme, dicasial o en 
glomérulo; axilar, Terminal o menos frecuente caulinar.  Flor bisexual, 
predominantemente de tamaño pequeño puede ser diminuta a mediana.  Hipando 
cilindrico, campanulado o urceolazo, con o sin costillas, externamente glabro a 
pubescente o con indumento de diferentes clases, fusionado al ovario 
parcialmente o en la mayor parte de su longitud.  Cáliz, con lóbulos evidentes, 
generalmente persistente, no caliptrado, externamente glabro o con diferentes 
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tipos de cubiertas.  Corola patente, pétalos 4,5 u 8, obovadostriangulares o 
estrechamente oblongos.  Estambres generalmente en doble números que 
pétalos, isomorfos o ligeramente anisomorfos.  Filamentos delgados o levemente 
robustos, teretes o levemente acanalado-alados.  Antera linear-subulada, 
estrechamente oblonga o linear, recta o levemente arqueada.  Ovario ínfero a 
infero fusionado completa o parcialmente al tálamo del hipando; estilo columnar o 
filiformme, generalmente glabro, estigma incospicuo o expandido.  Fruto baya de 
0.3-1cm de longitud (sin incluir el pedicelo), globoso a urceolado, coronado por el 
limbo del cáliz, glabro o con mayor regularidad con diferentes tipos de tricomas, 
con abundantes semillas.  Semillas diminutas a pequeñas, ovoides, 
ovoideoblongas o en forma de cuña12. 
 
 
2.3. DESCRIPCIÓN DE LA ESPECIE Clidemia rubra. 
 
Arbusto hasta 1.5m de altura.  Tallos teretes, ramas, pecíolos y nervaduras en el 
envés de las hojas cubiertas con tomento suave, adpreso de color pardo.  Hojas 
ovado-elípticas, agudas en el ápice, redondeadas en la base, incospicuamente 
ciliado-serruladas en el margen, 4  12cm de longitud, 5-nervadas.  
Inflorescencias cimosas con el eje poco desarrollado, en fascículos axilares de 
pocas flores y pediceladas, pedicelos hasta 2 mm de longitud; flores 4-meras; 
pétalos rosado pálidos y glabros.  Ovario 4-locular.  Probables sinapomorfias 
morfológicas del grupo que incluye: elementos conductores con perforaciones 
cubiertas (ornamentadas), tallos con floema interno, flores con hipanto corto a 
largo, estambres incurvados en la yema (rectos en Onagraceae) y un estilo único 
como consecuencia de que los carpelos se hallen completamente fusionados 
(Figura 2)7  
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Figura 2. Morfología típica de Clidemia rubra. 
 
2.4. UBICACIÓN TAXONÓMICA DE Clidemia rubra. 
 
REINO:                         PLANTAE 
PHYLLUM:                   MAGNOLIOPHYTA 
CLASE:     MAGNOLIOPSIDA 
ORDEN:       MYRTALES 
FAMILIA:     MELASTOMATACEAE 
TRIBU:     MICONIEAE 
GENERO:      CLIDEMIA 
ESPECIE:                     Clidemia rubra. 
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2.4.1. Distribución geográfica y ecológica. 
 
Clidemia es una especie nativa de la región tropical de América, incluyendo 
América central y América del Sur y las islas del Caribe.  Género con alrededor de 
175 especies distribuidas en todo el Neotrópico, desde el nivel del mar hasta los 
2500m de altitud12. 
 
 
2.5. COMPUESTOS PARA LA CLASIFICACIÓN QUIMIOTAXONÓMICA. 
 
En esta investigación se realizo el estudio quimiotaxonómico del extracto en DCM 
de la melastomataceae C. rubra, por ser un solvente orgánico se espera encontrar 
metabolitos de baja y mediana polaridad, como terpenoides y esteroides. Por esta 
razón se hace una breve descripción de este grupo de productos naturales. 
 
 
2.5.1. Terpenoides y esteroides. 
 
Los terpenoides y esteroides proceden de los mismos precursores y constituyen el 
conjunto más amplio de metabolitos secundarios del reino vegetal, y en su 
mayoría los terpenoides son específicos de este.  Todos los terpenos y los 
esteroides tienen en común que se pueden considerar formados por la unión de 
un número entero de unidades pentacarbonadas ramificadas derivadas del 2-
metilbutadieno (isopreno).  Regla general expuesta por Ruzicka (1953), que 
establece que cada grupo de terpenos es el resultado de la condensación cabeza-
cola de un número variable de unidades isoprénicas. 
 
Los terpenos y esteroides justifican su origen por la secuencia de tres reacciones 
fundamentales; formación de las unidades reactivas en C5 (vía-mevalonato, GPP,ó 
vía-GAP/piruvato), segundo, acoplamiento cabeza-cola de las unidades 
isoprenicas implicadas en la formación de los mono-, sesqui, di, sester-, y 
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politerpenos; y acoplamiento cola-cola de las unidades en C15 y en C20 que 
permiten la formación de los precursores triterpenos (escualeno) y carotenos 
(fitoeno)34. 
 
Los monoterpenos son los constituyentes mas sencillos de los terpenos, se dan 
por acoplamiento de dos unidades isoprenicas, se conocen unos cuarenta 
esqueletos monoterpénicos, entre éstos mircano (Figura3 ), pinano (Figura 4), la 
gran mayoría se encuentra en su forma libre como constituyentes de aceites 
esenciales, al igual que los sesquiterpenos, cuyo precursor de toda la serie es el 
pirofosfato de farnesilo (FPP), como el caroteno (Figura 5), se encargan 
principalmente de dar el olor y sabor característico a la planta.  La proporción de 
los diferentes constituyentes de un aceite esencial de una especie determinada 
varía en función de su desarrollo.  De origen biosintetico existen los monoterpenos 
regulares, obtenidos a partir del GPP, limoneno (Figura 6); monoterpenos 
irregulares, procedentes del pirofosfato de crisantemilo, acido crisantemito y los 
iridoides. 
 
Figura 3 Figura 4 Figura 5 Figura 6
 
 
Entre los diterpenos (cuatro isoprenos) es de gran importancia la vitamina E 
(Figura 7), K (Figura 8) y el fitol, compuesto que hace parte de la clorofila, 
denominados meroterpenoides, compuestos biosinteticos de unidades de 
isoprenos y no isoprenoides34,35. 
 
GRUPO POLIFENOLES UTP 
 
 
 24
HO
O
Figura 7
O
O
Figura 8
 
 
 
2.6. ACTIVIDAD ANTIBACTERIAL. 
 
2.6.1. Descripción de los microorganismos objeto de estudio. 
 
Las enterobacteriáceas son un vasto grupo heterogéneo de bacilos gramnegativos 
cuyo hábitat natural es el intestino de humanos y animales.  Esta familia incluye 
muchos géneros (Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, 
Serratia, Proteus entre otros).  Algunos microorganismos entéricos, como 
Escherichia coli, forman parte de la flora normal e incidentalmente causan 
enfermedad; otros, salmonellas y shigellas, con gran frecuencia son patógenos 
para humanos. 
 
Las enterobacteriáceas son microorganismos aerobios, fermentan una amplia 
variedad de carbohidratos, poseen una estructura antigénica compleja y producen 
varias toxinas y otros factores de virulencia.  Algunos están dotados de motilidad 
por poseer flagelos peritricos; crecen sobre peptona o medios con extracto de 
carne sin adición de cloruro de sodio ni otros suplementos, crecen en condiciones 
aerobias y anaerobias (anaerobios facultativos); fermentan la glucosa en vez de 
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oxidarla y con frecuencia producen gas, oxidasa-negativos y reducen el nitrato a 
nitrito; poseen un contenido de 39 a 59% de G + C en el DNA. 
 
Se encuentran entre las bacterias patógenas más comunes, junto con 
estafilococos y estreptococos, su taxonomía es compleja y ha variado 
significativamente a través del tiempo.  Se han definido más de 25 géneros y 110 
especies. 
 
En la mayoría de los casos, las patologías producidas por estas bacterias son 
causadas porque el microorganismo invade zonas del cuerpo normalmente 
estériles. Casi todos los microorganismos entéricos son oportunistas, y como 
tales, son causa común de enfermedades nosocomiales.  En pacientes de 
hospitales, las colonizaciones por enterobacterias suelen ser rápidas y están 
agravadas por tratarse de cepas multirresistentes, siendo su principal factor de 
virulencia el lipopolisacárido (endotoxina)36. 
 
 
2.6.2. Morfología. 
 
Las enterobacteriáceas son bastoncillos pequeños y cortos.  Cuando crecen in 
Vitro sobre medio sólido se observa una morfología característica, pero en 
muestras clínicas la morfología es muy variable.  Las capsulas son grandes y 
regulares en Klebsiella, menos en Enterobacter y poco comunes en otras 
especies.  La capsula es un factor de virulencia que impide la unión de los 
anticuerpos a la bacteria, las fimbrias promueven la adherencia a las superficies 
mucosas y a diversas enzimas líticas como las hemolisinas que tienen efecto 
sobre los eritrocitos y los leucocitos. 
 
E. Coli y la mayor parte de las bacterias entéricas forman colonias circulares, 
convexas, lisas con bordes bien diferenciados.  Las colonias de Enterobacter son 
similares pero un poco mas mucoides.  Las colonias de Klebsiella son grandes, 
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muy mucoides y tienden a confluir cuando la incubación se prolonga.  Salmonella 
y Shigella producen colonias semejantes a E. Coli pero no fermentan la lactosa.  
Algunas cepas de E. coli producen hemólisis en agar sangre. 
 
 
2.6.3. Escherichia coli. 
 
Escherichia coli se considera principalmente de origen intestinal, pertenece a la 
familia de Enterobacteriáceas.  Ocasiona reacciones positivas para el indol, lisina 
descarboxilasa y fermentación del manitol dando ácido láctico, alcohol etílico, 
ácido acético, ácido succínico, dióxido de carbono e Hidrogeno, produce gas a 
partir de glucosa fermenta la lactosa liberando ácido y gas, no produce Oxidasa.  
Se desarrolla a 37ºC +/- 0.5 en medios complejos.  La morfología típica son 
colonias con brillo iridiscentes sobre un medio diferencial como agar EMB, y 
prueba positiva de Indol a partir de Triptófano.  Más del 90% de las E. coli aislada 
son positivas para â glucuronidasa con el empleo de sustrato 4-metilumbeliferil-â-
glucuronido (MUG). 
 
Por lo general las bacterias entéricas no causan enfermedad e incluso pueden 
contribuir a la función normal del intestino y a la nutrición.  Cuando se presenta 
infección de importancia clínica se debe principalmente por el consumo de carne 
molida poco ó mal cocinada y la leche sin procesar. Las bacterias son transmitidas 
al comer alimentos ó tomar agua contaminada con excreta ó heces de un animal ó 
persona infectada.  Se puede presentar patologías después de nadar en agua de 
lagos contaminados.  La bacteria solo se convierte en patógeno cuando alcanza 
tejidos fuera de su sitio normal en el intestino.  Los sitios mas frecuentes de 
infección clínicamente importante son el aparato urinario, meningitis neonatal, vías 
biliares y otros sitios en la cavidad abdominal. 
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2.6.3.1. Epidemología. 
 
La E. coli es la causa más común de infección en el aparato urinario y es el 
responsable de casi el 90% de las infecciones urinarias primarias en mujeres 
jóvenes.  Los síntomas y signos incluyen disuria, hematuria y piuria.  Se 
caracteriza por causar diversos tipos de hemorragias en el sistema 
gastrointestinal; nauseas, dolor de cabeza, fiebre, uremia y daños hepáticos.  
Éstos microorganismos se clasifican por las características de sus propiedades de 
virulencia y cada grupo causa la enfermedad por un mecanismo diferente.  Las 
propiedades de adherencia a las células epiteliales de los intestinos grueso y 
delgado son codificadas por genes situados en los plásmidos.  De manera similar 
las toxinas son mediadas por plásmidos o fagos. 
 
La E. coli puede alcanzar el torrente sanguíneo y causar septicemia, se presenta 
cuando las defensas del huésped son inadecuadas; los recién nacidos son muy 
susceptibles a la septicemia debido a que carecen de IgM.  Manifestación clínica 
conocida como meningitis en lactante; casi el 75% de E. coli la procedente de 
casos de meningitis posee el antígeno K1, el cual muestra reacción cruzada con el 
polisacárido capsular del grupo B de la meningitiditis, mecanismo que se 
desconoce. 
 
2.6.3.2. Droga recomendada para su tratamiento. 
 
Amoxicilina, Co-Trimoxazole, Cefalosporina, Ampicilina y Fluoroquinolones. 
 
 
2.6.4. Sallmonella sp. 
 
Con frecuencia, las salmonellas son patógenas para animales y humanos cuando 
se adquieren por vía oral.  El organismo se transmite a los humanos a partir de 
animales, aves, cerdos, roedores, bovinos, mascotas y productos de estos como 
carne de ave, huesos u otras carnes. 
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Los estudios de hibridación DNA-DNA han demostrado que existen siete grupos 
evolutivos, mas de 2400 serotipos de salmonela, 1400 de serotipos clasificados 
dentro del grupo I de hibridación DNA que tienen la capacidad de infectar 
humanos. 
 
Salmonella sp es un bacilo gram-negativo, catalasa positivo, oxidasa negativo, 
ataca los azucares por fermentación, forma acido u a veces gas a partir de 
glucosa y manosa, generalmente produce H2S, citrato de Simmons positivo, KCN 
negativo, lisina descarboxilasa positiva, crece rápidamente sobre medios simples.  
Sobreviven en agua congelada durante periodos prolongados.  Son resistentes a 
ciertas sustancias químicas, verde brillante, tetrationato de sodio, desoxicolato 
sódico, sustancias que inhiben otras bacterias entéricas.  Distribuido ampliamente 
en el ambiente dada la existencia de numerosos reservorios a partir de los cuales 
se puede contaminar los alimentos y el agua.  La importancia epidemológica de 
este patógeno lo hace objeto de múltiples investigaciones para el control de su 
propagación37. 
 
 
2.6.4.1. Epidemiología. 
 
La dosis infectante promedio capaz de producir infección clínica o subclínica en 
humanos es de 105 a 108 salmonelas (pero quizás hasta menos de 103 
microorganismos de Salmonella Typhi).  Entre los factores del huésped que 
contribuyen a la resistencia a la infección por salmonela se encuentran el acido 
gástrico, la flora microbiana normal del intestino y la inmunidad intestinal local.  
 
Salmonella sp se encuentra asociada a fiebre entérica, gastroenteritis, 
toxiinfecciones alimentarias, fiebre tifoidea y aborto gracias a su capacidad de 
invasión celular y sobrevivencia intrafagocitica.  Las salmonelas ingeridas 
alcanzan el intestino delgado, desde el cual penetran a los linfáticos y luego al 
torrente sanguíneo.  Se transporta por la sangre a muchos órganos, incluso el 
intestino.  Los microorganismos se multiplican en el tejido linfoide intestinal y se 
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excretan en las heces.  Luego del periodo de incubación se presenta fiebre, 
malestar, cefalea, estreñimiento, bradicardia y mialgia, el bazo y el hígado se 
hipertrofian.  Se observa manchas en tórax y abdomen de color rosáceo. 
 
Salmonella se transfiere fácilmente de animal a animal, de animal a humano y de 
humano a humano a través de diferentes vías directas o indirectas. 
 
Salmonella Typhimurium y Salmonella Enteriditis son las principales responsables 
de bacteriemia con lesiones focales.  En 8 a 48 después de la ingestión de las 
salmonelas aparecen nauseas, cefalea, vómitos y diarrea profusa, con pocos 
leucocitos en las heces; es común la fiebre de poca intensidad.  Se observa 
lesiones inflamatorias en los intestinos grueso y delgado.  Este síndrome es 
escaso (2 a 4%) excepto en personas inmunodeficientes. 
Deben adoptarse medidas sanitarias para prevenir contaminación de alimentos y 
agua por roedores y otros animales que excretan salmonela.  Es necesario que la 
carne de aves, de bovino y huevos infectados se cocine con cuidado.  Es 
necesario estrictas precauciones de higiene. 
 
2.6.4.2. Droga recomendada para su tratamiento. 
Ampicilina, Co-Trimoxazole, Cloramfenicol, Ciprofloxacina y Cefalosporina. 
 
 
2.6.5. Salmonella Gallinarum. 
 
Es un bacilo gramnegativo corto y grueso sin flagelos no forma esporas ni 
cápsulas, puede aislarse fácilmente de la sangre e hígado,  aerobio y anaerobio 
facultativo y su temperatura óptima para el crecimiento es de 37 grados 
centígrados. Posee antígenos O 1,9 y 12 similar al grupo D de la clasificación de 
las Salmonellas. 
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Salmonella gallinarum es la responsable de la tifoidea aviar, enfermedad sística 
infecciosa, contagiosa, se limita específicamente a aves y cuyo control ha 
mostrado ser bastante dificultoso, Salmonella gallinarum se encuentra en el primer 
serotipo según epidemiología de la enfermedad. 
 
Los serotipos gallinarum, pullorum, enteritidis y typhimurium presentan afinidad por 
las aves y casi invariablemente son invasores; estos serotipos pueden infectar el 
aparato reproductivo y trasmitirse verticalmente al huevo, otros serotipos también 
se pueden diseminar verticalmente por contaminación fecal del huevo.  La 
enfermedad se difunde a través de la ingestión de alimento y agua contaminada 
con las excreciones de aves clínicamente afectadas o portadores y por vía 
transovarica. 
El período de incubación de esta enfermedad es de 4 a 6 días con mortalidad 
variable de 4 al 50%, en casos agudos incrementa al 100%.  Afecta a aves adultos 
jóvenes, mayores de 12 semanas. Se puede manifestar con muerte esporádica y 
en otros casos con diarrea blanca, pérdida del apetito, aumento de sed, palidez de 
la cabeza, cresta y barbas, polidipsia, y respiración acelerada. 
 
En la necrosis se observar congestión y aumento de volumen del hígado y bazo, 
pulmones edematosos de color pardo, tras la exposición al aire la superficie del 
hígado se muestra con un resplandor verde brillante. En aves de postura el ovario 
muestra una degeneración marcada. 
Otra vía de contaminación son las deyecciones de las aves, que después de 
ingerir el concentrado contaminado, infestan las granjas diseminándose el 
microorganismo entre las aves; en consecuencia para tener aves libres de 
Salmonella es necesario eliminar su presencia en el alimento. 
 
 
2.6.5.1. Epidemología. 
 
Síntomas agudos: Nausea, vómitos, dolor abdominal, diarrea, fiebre y dolor de 
cabeza. Si es crónica-Artritis reactiva.  Dosis infectiva: 20 a 100 células; depende 
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tanto de la edad, la salud del hospedero como del tipo de cepa.  Duración de los 
síntomas: Los síntomas agudos pueden durar un par de días o prolongarse, 
dependiendo de los factores del hospedero, la dosis ingerida y las características 
de la cepa. 
 
Causa de la enfermedad: Penetración y paso de Salmonella desde el lumen del 
intestino al epitelio intestinal. 
 
 
2.6.6. DESCRIPCION DE MICROORGANISMOS COMPLEMENTARIOS. 
 
2.6.6.1. Staphylococcus aereus ATCC 25923. 
 
Los estafilococos son células esféricas gram-positivas de casi 1µm de diámetro, 
dispuestas en grupos irregulares parecidos a racimos de uvas, están desprovistos 
de motilidad y no forman esporas.  Crecen con rapidez en diversos tipos de 
medios y son metabólicamente activos, fermentan carbohidratos y producen acido 
láctico pero no gas, producen catalasa que los diferencia de los estreptococos, 
generan pigmentos que varían desde el color blanco hasta el amarillo intenso.  
Algunos son miembros de la flora normal de la piel y mucosas de los humanos; 
otros causan supuración, formación de absceso, varias infecciones piógenas e 
incluso septicemia mortal.  Los estafilococos patógenos casi siempre causan 
hemolisis, coagulación del plasma y producen varias enzimas y toxinas 
extracelulares. 
 
El genero Staphylococcus contiene aproximadamente 30 especies.  Las tres de 
importancia clínica son Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y 
Staphylococcus saprophyticus.  La S.aureus es coagulasa-positiva lo que lo 
diferencia de las otras especies. 
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S.aureus pueden producir enfermedad por su capacidad para multiplicarse y 
propagarse de modo extenso en los tejidos y mediante la producción de muchas 
sustancias extracelulares, enzimas y toxinas. 
 
 
2.6.6.1.1. Epidemología. 
 
El prototipo de una lesión estafilocócica es el forúnculo y otros abscesos 
localizados.  Los S.aureus establecidos en un folículo piloso conducen a necrosis 
tisular.  Se produce coagulasa que solidifica la fibrina alrededor de la lesión y 
dentro de los linfáticos, se forma una pared reforzada por la acumulación de 
células inflamatorias y mas tarde de tejido fibroso.  El centro de la lesión sufre 
licuefacción y por ultimo cicatrización.  Frecuentemente hay una reacción 
inflamatoria intensa, localizada y dolorosa. 
 
Las principales fuentes de infección son las lesiones humanas que los diseminan, 
fómites contaminados provenientes de estas lesiones, así como el aparato 
respiratorio y la piel de los humanos.  Después de la diseminación sobreviene 
bacteriemia pueden producirse endocarditis, osteomielitis hematógena aguda, 
meningitis o infección pulmonar.  La localización secundaria dentro de un órgano o 
sistema se acompaña de síntomas y signos de la disfunción del órgano y de 
intensa supuración focal. 
 
2.6.6.1.2. Droga recomendada para el tratamiento. 
 
Penicilina resistente a â-lactamasa, Vancomicina, Penicilina G, Cefalosporinas. 
 
 
2.6.6.2. Pseudomona aeruginosa. 
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Las pseudomonas son bacilos gram-negativos, dotados de motilidad y aerobios, 
algunos producen pigmentos hidrosolubles.  Se distribuyen en plantas, suelo, agua 
y animales. 
La Pseudomona aeruginosa es el principal patógeno humano y se observa en la 
flora intestinal normal y sobre la piel de los humanos.  Es común en ambientes 
húmedos de los hospitales. 
 
P.aeruginosa mide casi 0.6 x 2µm, se le encuentra como bacteria única, en pares 
y ocasionalmente en cadenas cortas.  Crece de 37 a 42C, es oxidasa-positiva, no 
fermenta carbohidratos, pero muchas cepas oxidan la glucosa, es aerobio 
obligado y crece sobre muchos tipos de medio de cultivo, algunas cepas causan 
hemolisis.  Forma colonias redondas y lisas de color verde fluorescente, produce 
el pigmente fluorescente pioverdina que confiere color verdoso al agar. 
 
P.aeruginosa puede producir múltiples tipos de colonias y da la impresión de un 
cultivo de especies bacterianas mixtas.  También puede presentar actividades 
enzimática y bioquímica diferentes y distintos patrones de susceptibilidad. 
 
 
2.6.6.2.1. Epidemiología. 
 
P.aeruginosa es patógena cuando se introduce en regiones desprovistas de 
defensas normales, mucosas y piel lesionadas por daño tisular, empleo de 
catéteres intravenoso o urinario, o neutropenia.  Las mucosas se unen a la piel o 
las mucosas y las colonizan, invaden localmente y producen enfermedad 
sistémica.  Forma pus color azul verdoso, por punción lumbar causa meningitis.  
La afección del aparato respiratorio causa neumonía necrosante.  En lactantes o 
personas con bajas defensas puede invadir el torrente sanguíneo y causar 
septicemia mortal. 
 
La P.aeruginosa es principalmente un patógeno nosocomial.  Se debe prestar 
especial atención a ambientes húmedos puesto que allí proliferan.  A pacientes de 
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alto riesgo, leucemia, quemaduras, fibrosis quística e inmunosupresión, se les 
puede conferir cierta protección mediante la administración de una vacuna del tipo 
apropiado. 
 
 
2.6.6.2.2. Droga recomendada para su tratamiento. 
 
Ticarcilina, mezlocilina y piperacilina combinada con aminoglucosido por lo general 
gentamicina, tobramicina o amikacina36. 
 
 
2.6.7. DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO DE PERFORACIÓN EN PLACA. 
 
La técnica de perforación en placas de agar es una modificación de la técnica de 
Discos de Papel (Bauer-Kirby), en el que se evalúan extractos a diferentes 
concentraciones al interior de agujeros equidistantes hechos con la boca de una 
pipeta Pasteur de 5 mm de diámetro, en cada pozo se adicionan  100 µL de cada 
extracto a analizar, el cual difunde en el medio de cultivo, inhibiendo el crecimiento 
de determinado microorganismo 38. 
 
 
2.6.8. MEDIOS DE CULTIVO. 
 
Son sustratos o sustancias que aportan factores de crecimiento a los 
microorganismos para su replicación: cuya mayor cantidad de productos es una 
mezcla compleja de nutrientes como: carbono, vitaminas, minerales, iones, etc. 
 
El medio de cultivo que se emplee para el crecimiento de una bacteria dada ha de 
contener todos los nutrientes indispensables y la concentración adecuada de las 
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sales e iones y debe tener además el PH apropiado para que el crecimiento 
bacteriano ocurra. 
 
La humedad también es esencial para que los diversos ingredientes estén en 
forma soluble o de modo que puedan ser solubilizados para facilitar la difusión 
dentro de la célula. 
 
Los requerimientos nutricionales de las bacterias varias muchísimo, muchos tipos 
de medios de cultivo se formularon para proporcionar la nutrición óptima a los 
microorganismos cultivados. Otros medios se han identificados por favorecer el 
desarrollo de una bacteria sobre los otros tipos; esto se llaman medios selectivos. 
Los medios selectivos pueden contener sustancias que inhiben el desarrollo de 
todos con excepción de un tipo de microorganismo y se utiliza cuando se intenta 
aislar de un ambiente altamente contaminado con otros tipos de microorganismos. 
Varios tipos de medios contienen colorantes u otros componentes específicos de 
la célula o productos de una bacteria dada. Estas reacciones producen un cambio 
de color específico en el medio o en la colonia microbiana. 
 
 
2.6.8.1. Agar Nutritivo. 
 
Este es un medio de cultivo sólido, para verter en cajas de Petri, con un contenido 
de Agar (extracto de algas) del 1 % o más, que es ideal para solidificar medios de 
cultivo, es inerte para la mayoría de las bacterias y por ello no altera las 
cualidades nutritivas del medio. 
 
En medios sólidos las bacterias se agrupan y forman colonias en cultivos puros 
para ser identificables. Su ventaja principal es que ofrece una superficie sólida 
donde se pueden depositar y crecer bacterias sin mezclarse con otras; lo que 
permite aislar, caracterizar y el conteo de bacterias. 
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El agar Nutritivo es un medio de cultivo de uso general para microorganismos 
poco exigentes. Usado para cultivo y mantenimiento de: Bacillus E.coli, coliformes 
y Proteus Pseudomonas Salmonella y Shigella Staphylococcus, Streptoc, Enteroc. 
y Lactococcus..  Utilizado para repicar bacterias en medio sólido. 
 
 
2.6.8.2. Caldos Nutritivos. 
 
Son medios de cultivo líquidos, libre de agar, que contienen productos cárnicos, 
proteicos (peptonas extractos). Son llamados los caldos de enriquecimiento. Una 
ventaja es que permiten la rápida recuperación y viabilidad del germen. Los 
microorganismos se dan en forma aislada, cultivos mixtos y se evidencias por 
turbidez. 
 
 
2.6.8.3. Infusión Cerebro-Corazón (BHI). 
 
Medio especialmente indicado para el cultivo de organismos patógenos.  Ideal 
para el aislamiento de: Actinomicetos Bordetella Brucella Lactobacillus y 
Leuconostoc Bifidobacterias Neisseria Saccharomyces Candida. Y para el cultivo y 
mantenimiento de: Actinomicetos Bacillus Bordetella Brucella Clostridios E.coli, 
coliformes y Proteus Lactobacillus y Leuconostoc Bifidobacterias Neisseria 
Candida Pseudomonas Staphylococcus Streptoc., Enteroc. y Lactococcus 
Yersinia. 
 
 
2.6.8.4. Caldo Rappaport-vassiliadis peptona de soja. 
 
Medio para el enriquecimiento selectivo de Salmonella en alimentos y otros 
materiales.  Ideal para el aislamiento de: E.coli, coliformes y Proteus Salmonella y 
Shigella. 
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2.7. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE. 
 
2.7.1. Antioxidantes. 
 
Compuestos que tienen la capacidad de captar moléculas de oxigeno inestables y 
disminuir la velocidad de reacción de oxidación de sustratos in vitro o in vivo.  Con 
un amplio impacto en la industria farmacológica, tratamientos de prevención de 
enfermedades como el cáncer y la osteoporosis; alimenticia, retrasando la 
alteración oxidativa del alimento y perdida de la calidad nutritiva; y de plásticos, 
preservación y estabilidad de productos. 
 
Los antioxidantes forman complejos estables que interfieren en el proceso de 
peroxidación lipídica impidiendo su acción catabólica.  El efecto de un antioxidante 
depende de su coeficiente de partición y potencial redox, éstos pueden actuar 
libremente en la interfase celular como potentes protectores de células y 
lipoproteínas o estabilizando antioxidantes lipofílicos que previenen la 
peroxidación lipídica 39. 
 
 
2.7.2. Radicales libres. 
 
Un radical libre se define como un átomo, grupo de átomos o molécula que 
poseen un número impar de electrones en una órbita externa o un par de 
electrones con un mismo spin en una orbita separada lo que le confiere 
inestabilidad y alta reactividad.  Al sustraer el electrón que necesita para aparear 
su electrón libre, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un 
radical libre por quedar con un electrón desapareado, generándose una reacción 
en cadena  
 
La vida media del radical libre es de microsegundos, sin embargo, su apetencia 
por aceptar electrones de células diana, permite que estos oxidantes puedan 
modificar la estructura y función de dicho órgano. Específicamente el ataque a los 
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fosfolípidos de las membranas celulares e intracelulares, a nivel de los ácidos 
grasos poliinsaturados en la peroxidación lipídica, generando productos de la 
peroxidación de membranas, desnaturalización y carboxilación de proteínas que 
pueden ser citotóxicos, quimiotácticos y patógenos. Otras veces actúan por la 
acción directa del oxígeno molecular.  Los mecanismos mediante los cuales los 
radicales libres lesionan son muy complejos y variados. 
 
En el cuerpo humano, los radicales libres más comunes son el superóxido y el 
peróxido de hidrógeno, derivados del oxígeno, se generan normalmente durante la 
respiración celular cuando la reducción de oxigeno es incompleta en la cadena de 
transporte electrónico mitocondrial, se estima que del 2-4% del oxigeno consumido 
durante el transporte de electrones no se reduce a agua por el citocromo C 
oxidasa, sino que se forma el anión semiquinona, con la capacidad de transferir 
uno o dos electrones al oxigeno molecular y posteriormente la formación del anión 
superóxido (O2.-), el cual puede generar otras especies reactivas de oxigeno y a su 
vez convertirse en peroxido de hidrogeno (H2O2) espontáneamente o por vía 
enzimático. 
 
Las enzimas oxidativas xantin oxidasa, NADPH/NADH oxidasas unida a 
membranas, acil CoA oxidasas  son enzimas que se activan en procesos 
fisiológicos principalmente de células fagocíticas que favorecen la producción de 
metabolitos tóxicos del oxígeno y por tanto son otro tipo de origen de O2.-y de 
H2O2. 
 
El oxigeno singlete (102), es otra especie de oxigeno reactivo que se origina en la  
transferencia de energía de excitación de los electrones excitados a uno de los 
electrones desapareados del O2, lo cual cambia el sentido del  spin, apareándose 
con el otro electrón.  Además, se puede formar como producto colateral en la 
dismutacion del O2.-, por reacciones de oxido-reducción: fagocitosis, autooxidación 
de catecolaminas o síntesis de prostaglandinas. 
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En cantidades moderadas los radicales libres son sintetizados por el organismo 
con el objetivo de eliminar virus y bacterias.  Otros EROs de fuentes exógenas 
pueden provenir de ácidos grasos poliinsaturados, de compuestos de sulfihidrilo, 
de contaminantes externos que ingresan al organismo como consecuencia de la 
contaminación atmosférica, como el humo del cigarrillo que contiene hidrocarburos 
aromáticos polinucleares, del consumo de aceites vegetales hidrogenados como la 
margarina, del consumo de ácidos grasos trans como los de la grasa de la carne y 
leche, antibióticos, medicamentos contaminantes, quimioterapia, exposición a 
radiación ultravioleta e ionizante. 
 
Sus acciones agresivas normales en cualquier proceso biológico se ven 
contrarrestadas por un sistema de defensa intra y extracelular, la capacidad y 
producción de antioxidantes celulares esta dada por mecanismos enzimáticos y no 
enzimáticos.  Los mecanismos enzimáticos comprenden la superóxido dismutasa 
(SOD), que cataliza la dismutación del O2 a H2O2, la glutatión-peroxidasa y la 
glutatióntransferasa, reducen hidroperóxidos a alcoholes, y la catalasa, reduce 
H2O2 a H2O.  Los mecanismos no enzimáticos involucran moléculas reductoras de 
bajo peso molecular como el glutatión (GSH), ácido ascórbico (vitamina C), â-
caroteno o provitamina A, vitamina E (á-tocoferol), y proteínas transportadoras de 
metales de transición como la cupreína y ferritina y sustancias captadoras de 
radicales libres (polifenoles).  La vitamina C es el antioxidante hidrosoluble más 
abundante en la sangre, la vitamina E es el antioxidante lipofílico mayoritario. Los 
antioxidantes exógenos provienen de la dieta, fármacos o como suplemento 
dietético, principalmente, vitamina C, E, caroteno, selenio mineral, 
proantocianidinas y flavonoides de semillas de uva40. 
 
El oxígeno molecular es un aceptor débil de electrones y la mayoría de moléculas 
orgánicas son donantes débiles, por lo que la reacción de oxidación del ADN o los 
ácidos nucleicos no ocurre fácilmente en condiciones normales.  Sin embargo, un 
desbalance temporal o a largo plazo en las concentraciones de EROs (Especies 
Reactivas de Oxigeno) a nivel intracelular, tanto radicales libres como moléculas 
derivadas del oxigeno que tengan alta capacidad reactiva, sea por incrementos en 
su producción o por disminución en los mecanismos de defensa antioxidante, 
conocido como estrés oxidativo, permite que los EROs entren en contacto con 
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complejos de bajo peso molecular Fe(II) como el citrato- Fe(II) o la ATPasa- Fe(II) 
para formar el radical hidroxilo, reacción de Haber-Weiss/Fenton, molécula muy 
reactiva que induce daño a moléculas biológicas, lípidos, proteínas, carbohidratos 
y ácidos nucleicos con la consecuente apoptosis o necrosis y otras enfermedades 
neurológicas, la alteración de la funcionalidad celular, contribuye o retroalimenta el 
desarrollo de enfermedades degenerativas como la aterosclerosis, 
cardiomiopartias, cáncer, etc 39, 41. 
 
 
2.7.3. Compuestos fenólicos y polifenólicos con actividad antioxidante. 
 
Los polifenoles son compuestos naturales que actúan como potentes 
antioxidantes presentes en verduras y frutas en los que ejercen acciones 
secundarias como otorgar coloración y participan en el proceso de polinización.  
Principalmente compuestos tipo flavonoide, ácidos fenólicos y taninos, sustancias 
capaces de captar EROs a expensas de su consumo en el proceso.  Sus fuentes 
principales son legumbres verdes, ajo, te verde, aceite y frutos del olivo, semillas 
de café, uvas, berries y frutos cítricos. 
 
 
2.7.4. Reacción con el 2,2- difenil-1-picril-hidrazilo. 
 
El fundamento de esta técnica consiste en la reducción del radical estable 2,2-
difenil-1-picril hidrazilo (DPPH) de color violeta intenso, en presencia de un 
antioxidante (AH) u otro radical (R.).  Reacción que se manifiesta con el 
decrimento en el valor de la absorbancia característica de una solución metanólica 
de DPPH que corresponde a 517 nm y en el grado de decoloración42. 
 
DPPH.(VIOLETA)  +  AH DPPH-H(AMARILLO)  +  A
.
DPPH.  +  R. DPPH-H
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La molécula 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (á, á-difenil-â-picril-hidrazilo, DPPH) 
(Figura 9), presenta alta estabilidad electrónica por la capacidad de deslocalizar la 
carga, no dimeriza, lo que le confiere el nombre de radical libre estable.  A esta 
deslocalización se atribuye también la coloración violeta oscuro con banda de 
absorción en solución alcohólica de 520 nm.  La interacción de 2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo con una sustancia donadora de protones genera su reducción y confiere 
a su vez la coloración amarillo pálido por la presencia del grupo picrilo (Figura 10). 
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2.7.5. La vitamina C (ácido ascórbico). 
 
Es una sustancia hidrosoluble y es el antioxidante más importante en los líquidos 
extracelulares. Su papel como antioxidante está basado en la reacción con los 
radicales de oxígeno y nitrógeno, como el superóxido, radicales hidroperoxilos, 
oxígeno singlete y peroxinitrito. 
 
Otros aspectos fundamentales de la vitamina C incluyen la inhibición de la 
agregación plaquetaria, la inhibición de la proliferación de músculo liso, proceso 
importante en la formación de la placa aterosclerosa, y la neutralización de los 
peroxinitritos. 
 
La vitamina C protege contra el daño oxidativo al DNA y proteínas, contra la 
peroxidación lipídica y desempeña un papel importante en la renovación del á-
tocoferol al unirse con el radical tocoferol. La regeneración de su capacidad 
antioxidante requiere del acople con los sistemas reductores no radicales como 
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glutatión o niacina (NADH y NADPH). Dado que la vitamina C es un compuesto 
redox activo, puede actuar como antioxidante o como prooxidante bajo 
determinadas circunstancias como con presencia de los metales de transición.  
Los productos generados por estas reacciones incluyen radicales de lípidos que 
propagan la peroxidación de grasas y los radicales hidroxilos. 
 
Estudios epidemiológicos señalan al ácido ascórbico como benéfico en la 
prevención de cáncer, enfermedad cardiovascular y cataratas, así también parece 
que pudiera disminuir la tensión arterial, mejorar la integridad del tejido vascular e 
incrementar su capacidad de  relajación, aunque no existe una dosis recomendada 
para alcanzar estos objetivos y no se han obtenido efectos benéficos en todos los 
estudios clínicos. Algunos autores han sugerido que la disminución en la 
concentración de vitamina C a nivel ocular, que se observa con el envejecimiento, 
pudiera ser responsable de la menor actividad de algunas enzimas antioxidantes, 
causantes de cataratas y degeneración macular. 
 
La recomendación de ingesta diaria es de 75 mg/d en mujeres, 90 mg/d en 
hombres y aumenta 35 mg /d más en sujetos fumadores. El límite superior seguro 
es de 2000 mg/d.  La absorción primaria de la vitamina se lleva a cabo en el 
yeyuno, y por ser un proceso saturable una mayor ingesta implica una menor 
absorción.  El umbral renal de la vitamina C ocurre a una concentración sérica de 
1.2 mg/dL, por tanto su exceso se excreta por orina. Se ha reportado que la 
reserva corporal se satura con una ingesta de 100 mg /d en no fumadores41. 
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3. SECCIÓN EXPERIMENTAL 
 
3.1. MATERIALES. 
 
3.1.1. Material vegetal. 
Clidemia rubra (Aubl.) Mart. fue colectada por los Drs. Pino N., Ramírez, G y 
Ledesma, E. en el departamento del Choco, Universidad Tecnológica del Choco, 
lugar donde se seco y molió para su posterior traslado a la Universidad 
Tecnológica de Pereira, donde fue recibida por el Dr. José Hipólito Isaza para su 
posterior análisis en el grupo Polifenoles UTP.  El Dr. Adolfo Jara, Universidad 
Nacional de Colombia identificó la planta y deposito un espécimen en el Herbario 
Nacional de Colombia (COL) con número de Voucher 502003. 
 
 
3.1.2. Equipos generales. 
 
 Rotavaporador marca Heidolph Laborota 4003-control. 
 Espectrofotómetro UV-Vis Shimadzu-UV-1700 Pharmaspeces. 
 Colector de fracciones marca ISCO, modelo FOXY Junior. Laboratorio 
fitoquímica. UTP. 
 Ultrasonido Fisher Scientific FS60H. Laboratorio de fitoquímica. U.T.P. 
 Cromatógrafo de gases acoplado a espectrómetro de masas Shimadzu 
CG-EM QP-2010. 
Equipado con un autoinyector AOC-20i, automuestreador AOC-20s, inyección 
Split/splitless, modo de ionización EI/PCI/NCI y sonda de inserción directa 
controlada por el software CGMS solution. Columna marca Restek (Rxt-CL 
Pesticides) de 30 m x 0.25 mm d.i x 0.25 mm de película. 
 Balanza analítica OHAUS Lab. Calidad de productos naturales. 
 Autoclave All American Electric Pressure Steam Sterilizer. Model Nº 25X. 
Laboratorio de Microbiología U.T.P. 
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3.2. PROCESO DE EXTRACCIÓN DE Clidemia rubra (Aubl.) Mart. 
 
Inicialmente se realizo un proceso de extracción en columna de Sílica gel de 500 
mg con 2 g de material seco y molido de C. rubra con 2 porciones sucesivas de 2 
mL de cada solvente empleado (CH2Cl2, AcOEt y Acetona) (Esquema 1).  
Después de realizar este previo análisis se procedió a hacer la extracción general. 
 
1. 2 g de material vegetal.
2. 2 mLx2 de cada solvente
(CH2Cl2, AcOEt y Acetona).
3. Homogenizar con ultrasonido.
SiGel 500 mg
1E1: Extracto en CH2Cl2 0.006 g, 0.304%
1E2: Extracto en AcOEt 0.037 g 2.121%
1E3: Extracto en Acetona 0.005 g 0.209%
Esquema 1.  Diagrama de extracción preliminar.
 
 
Las hojas secas y molidas de C. rubra (186.51 g) se extrajeron en DCM (1.5 Lx3) 
realizando previa homogenización con ayuda de ultrasonido, se filtro a gravedad y 
el extracto obtenido se concentro al vacío hasta sequedad en rotavaporador.  Se 
obtuvo una masa de 10.90 g con un rendimiento del 5.84%.  El marco de la etapa 
anterior se le realizó una extracción sucesiva usando como solvente i-PrOH-Agua 
(1.5x3) en proporción (65:35), se concentró hasta evaporar todo el i-PrOH 
existente; posteriormente se realizó una extracción L-L con EtOAc en proporción 
homogenizado: EtOAc (3:1), y por último, una extracción L-L en proporción 
homogenizado: n-Bu-OH (3:1).  Se obtuvo 3 extractos cuyos respectivos pesos 
fueron: 8.9 g (4.77%) extracto acuoso, 3.0 g (1.60%) extracto en EtoAc, y 2.57 g 
(1.37%) extracto en n-Bu-OH (Esquema 2). 
 
 
GRUPO POLIFENOLES UTP 
 
 
 45
Hojas frescas y molidas de 
Clidemia rubra (Aubl.) Mart. (186.5 g)
Concentrar a presión
reducida
Extracto en CH2Cl2
(10.90 g)
5.84%
Marco
Extracción con i-PrOH:H2O
(65:35) 1.5 L x 3
Extracto en i-PrOH:H2O
14.47 g Sólidos totales
(0.1447 g/mL)
Extracción líquido-líquido
con EtOAC
Extracto en 
EtOAC
3 g
Extracción con 
n-Bu-OH
Extracto en
n-BuOH
2.57 g
Extracto acuoso
8.9 g
homogenizado en CH2Cl2
1.5 L X 3
Filtrar a gravedad
Concentrar a presión
reducida
Esquema 2.  Procedimiento general de extracción para C. rubra.
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3.3. SEPARACIÓN CROMATOGRÁFICA DEL EXTRACTO ACUOSO. 
 
3.3.1. Cromatografía en columna del extracto acuoso. 
 
El extracto acuoso denominado E4 se pasó por columna cromatográfica (d.i. 5 cm 
x 15 cm de largo) empacada con DIAION HP-20 (Mitsubishi Kasei Japón) 
empleando un volumen de 1000 mL por cada paso de gradiente i-PrOH-Agua 
(0:100, 5:95, 10:90, 20:80, 25:75, 30:70, 35:6570:30).  Se recogió un total de 
150 fracciones cada una con un volumen de 300 mL nombrados como E41-E4150, 
la columna fue monitoreada por espectrofotometría ultravioleta midiendo la 
absorbancia a 280 nm, usando celdas de cuarzo y empleando como blanco agua 
destilada. 
 
Con los datos de las lecturas de absorbancia se construyó un cromatograma en 
EXCEL.  Los picos del cromatograma obtenido se emplearon como criterio en la 
reunión de las respectivas fracciones para obtener finalmente 14 fracciones 
nombradas como AFc1-AFc14, las cuales se secaron a presión reducida, 
determinando el peso en cada caso (Esquema 3). 
 
 
3.4. SEPARACIÓN CROMATOGRÁFICA DEL EXTRACTO EN DCM. 
 
Inicialmente se realizó una cromatografía en capa fina fase normal al extracto en 
diclorometano utilizando como eluyente una mezcla hexano:acetona 8:2 en la que 
se evidenció gran cantidad de clorofila, por lo tanto, se procedió a secar la muestra 
a presión reducida, disolverla en metanol y adicionarle carbón activado, como 
sustancia adsorbente de la clorofila.  Nuevamente se realizó la cromatografía con 
diferentes sistemas y se observo una mayor separación de los compuestos 
utilizando como eluyente hexano:acetona 8:2. 
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EXTRACTO ACUOSO
E4
(8.9 g)
Diaion HP-20
(5 cm d.i. x 15 cm largo)
E4-A
(5.365 g)
E4-B E4-C E4-N
(0.017 g)
...........................
(0.077 g)
E4-F
(0.275 g)
................................................
E41 E42 E43 E44 E45 E478 E4150E4149
................................ .........................................
(0.843 g)
Esquema 3.  Diagrama de la separación en columna del extracto acuoso sobre 
DIAION HP-20.
 
 
 
3.4.1. Cromatografía en columna del extracto en DCM. 
 
El extracto en CH2Cl2 denominado D (10.90 g) se disolvió en la mínima cantidad 
de hexano y se adicionaron 327 g de Sílicagel, se empacó en columna 
cromatográfica (d.i. 2 cm x 35.5 cm de largo) utilizando un volumen de 500 mL 
para cada paso de gradiente hexano: acetona (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1) y se obtuvo 
un total de 233 fracciones, denominadas DF1-DF233, cada fracción con un 
volumen aproximado de 15 mL recogida por goteo constante empleando un 
colector de fracciones.  La columna fue monitoreada por cromatografía en capa 
fina, empleando placas de sílica gel de 10 cm x 5 cm sobre aluminio en fase 
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normal (DC-Alufen alufolien Kieselgel 60 F 254) lo cual permitió reunir fracciones 
dependiendo de las bandas presentes en el ultravioleta tanto en onda corta como 
larga.  Finalmente se obtuvo 7 fracciones denominadas DFc1-DFc7, las cuales 
fueron concentradas a presión reducida y determinado su peso para cada caso 
(Esquema 4). 
 
  
DF1    DF2   DF3   DF4    DF5    DF6 DF232   DF233
DFc1  DFc2  DFc6
....................................................
....................
EXTRACTO EN CH2Cl2
D 
(10.90g)
Grad. por etapas n-hexano-acetona
(9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1).
CC-Sílicagel
(d.i. 2 cm x 35.5 cm de largo)
Esquema 4.  Procedimiento para el fraccionamiento en CC-Silicagel del en extracto DCM de           
C. rubra.
 
 
3.4.1.1. Fracción DFc1. 
 
Se reunió la fracción DF1 hasta DF27 usando como criterio la banda observada en 
la placa cromatográfica tanto en onda corta como en onda larga, se secó a presión 
reducida y se obtuvo un peso de 0.056 g.  Se realizó un examen preliminar en 
placa de sílica gel fase normal y fase reversa, empleando diferentes sistemas, sin 
embargo no se notó ningún tipo de separación, por tanto se paso por el 
cromatógrafo de gases acoplado a espectrometría de masas. 
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3.4.1.2. Fracción DFc2. 
 
Esta fracción de 0.26 g esta conformada por las fracciones DF30 hasta DF36 
reunidas por monitoreo en placa cromatográfica.  Se disolvió en Et-OH, en la que 
es parcialmente soluble, se filtró y el filtrado se secó a presión reducida y se 
obtuvo una masa de 0.14 g, DFcA.  El residuo se colocó en lixiviación con Et-OH y 
finalmente se secó, DFcB. 
 
3.4.1.3. Fracción DFc3. 
 
Esta fracción de 0.2507 g ésta conformada por las fracciones DF37 hasta DF49 
reunidas por monitoreo en placa cromatográfica. 
 
3.4.1.4. Fracción DFc4. 
 
Esta fracción de 0.649 g ésta conformada por las fracciones DF50 hasta DF85. 
 
3.4.1.5. Fracción DFc5. 
 
Esta fracción de 0.3465 g ésta conformada por las fracciones DF86 hasta DF115. 
 
3.4.1.6. Fracción DFc6. 
 
Esta fracción de 0.857 g está conformada por las fracciones DF116 hasta DF233.  
Posteriormente se eluyó con 5 mL de hexano, 4 mL de cloroformo, 1 mL de Met-
OH y 2 gotas de acido fórmico. 
 
Las fracciones DFc2 hasta DFc6 se almacenaron y rotularon para posteriores 
estudios. 
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3.5. ACTIVIDAD ANTIBACTERIAL. 
 
El bioensayo para determinar la actividad antibacterial del extracto en 
diclorometano se realizó por el método de perforación en placa de agar Kirby 
Bauer modificado [32] y se determinó para Salmonella gallinarum, Salmonella sp, 
Escherichia coli aislada de pollo, Escherichia coli ATCC 13706, Pseudomona 
aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. 
 
 
3.5.1. Cultivo del inoculo. 
 
La cepa de Salmonella gallinarum y de Salmonella sp se aislaron de la cloaca de 
una gallina de campo, utilizando un hisopo de algodón con heces frescas, se 
almacenó en un recipiente herméticamente sellado con agua peptonada y se 
conservó con refrigeración a menos de 48 horas y medio Rappaport-Vassiliadis de 
acuerdo al método 967.25-967.28 de Official Methods of Análisis43 en una 
proporción 1:10 muestra:caldo y se inoculó en medio sólido durante 24 horas a 
35.0 °C. 
 
Las cepas bacterianas de Escherichia coli aislada de pollo de granja avícola y 
Escherichia coli ATCC 13706 fueron donadas por la Facultad de Medicina 
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de Caldas (Manizales/Colombia); en 
donde fue aislada e identificada.  La cepa de Pseudomona aeruginosa ATCC 
27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue donada por la Facultad de 
Ciencias de la Salud de la Universidad Tecnológica de Pereira. 
 
 
3.5.2. Preparación de antibióticos estándar y muestra problema. 
 
Para Escherichia coli ATCC 13706 y Escherichia coli aislada de pollo y 
Staphylococcus aureus ATCC 25923, se empleo como antibiotiotico amoxicilina 
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(5mg/mL) disuelta en una solución Buffer fosfato pH 7.0, 0.01 M, para lograr una 
completa solubilidad.  Se utilizó como blanco la mezcla DMSO-agua (1:1).  Para 
Salmomella ATCC 13311 y Salmonella aislada de gallina se usó como control 
ampicilina (5 mg/mL) disuelta en agua destilada.  Para Pseudomona aeruginosa 
ATCC 27853 y Staphylococcus ATCC 25923. 
 
Una cantidad del extracto en DCM de C. rubra se secó con corriente de Nitrógeno 
y posteriormente se redisolvió con ultrasonido en una mezcla DMSO-agua (1:1) a 
las concentraciones de 100, 50 y 25 mg/mL. 
 
 
3.5.3. Preparación del medio de cultivo. 
 
3.5.3.1. Agar nutritivo. 
 
Se disuelven 28 g de agar nutritivo (cod. CM0003 OXOID) en un litro de agua 
destilada.  Posteriormente se esterilizó en autoclave a 121 ºC, durante 15 minutos.  
Composición en g/L: Extracto de carne 1.0, extracto de levadura 2.0, peptona 5.0, 
cloruro sódico 5.0, agar-agar 15.0.  Tiene un pH de 7.4 +/- 0.2, y esta enriquecido 
con adictivos como 10% de sangre u otros fluidos biológicos. 
 
 
3.5.3.2. Infusión Corazón-Cerebro (para Escherichia coli). 
 
Se disolvieron 37 g de Infusión Corazón-Cerebro (cod. CM0225 OXOID) en un 
Litro de agua destilada. Se mezcla bien y se distribuye en recipientes definitivo. A 
continuación se esteriliza en autoclave a 121 ºC, durante 15 minutos.  
Composición en g/L: Extracto de cerebro de ternera 12.5, extracto de corazón 
bovino 5.0, proteasa peptona 5.0, cloruro sódico 5.0, fosfato disódico 2.5, glucosa 
2.0. 
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3.5.3.3. Rappaport (Para Salmonella). 
 
Se disolvieron 26.75 g de Caldo Rappaport-vassiliadis Peptona de Soja (cod. 
CM0866 OXOID) en un litro de agua. Se calienta suavemente hasta disolución 
completa. Por último se esterilizó a 115 ºC durante 15 minutos.  Composición en 
g/L: Peptona de soya 4.5, cloruro sódico 7.2, fosfato potásico 1.26, fosfato 
dipotásico 0.18, cloruro de magnesio anhidro 13.58, verde de Malaquita 0.036, pH 
5.2 +/- 0.2. 
 
 
3.5.3.4. Agar Mueller Hinton (OXOID). 
 
Se disolvieron 37 g en un litro de agua destilada, se homogeniza por 
calentamiento a 35 ºC y se esteriliza en autoclave. 
 
 
3.5.3.5. Método de perforación en placa de agar Kirby-Bauer modificado. 
 
Las cepas bacterianas conservadas en agar nutritivo, son cultivadas en caldo 
(BHI) para las E.coli y caldo Rappaport-vassiliadis Peptona de Soja OXOID para 
las Salmonellas, a 37 ºC por 24 horas.  Se usó un mechero Bunsen para 
garantizar la calidad del medio y del asa empleada para repicar  la sepa al tubo de 
ensayo. 
Posteriormente, se llevó la absorbancia de los microorganismos a 0.1 usando 
como blanco el medio líquido respectivo y a 540 nm con el objetivo de promover 
las mejores condiciones de crecimiento y concentraciones homogéneas de cada 
cepa, según trabajos previos. 
Mg/mL 
La siembra en presencia de mechero Bunsen y en cabina de flujo laminar se 
realizó con la adición de 100 µL del inóculo a 0.1 unidades de absorbancia en caja 
petri previamente esterilizada, se añadió con probeta esterilizada 25 mL de agar 
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Mueller Hinton a una  temperatura de 50 ºC.  Se agitó vigorosamente en forma 
circular y en forma de ocho para lograr una optima homogenización, se dejó 
reposar a temperatura ambiente hasta solidificación, se realizó cinco perforaciones 
en el agar utilizando un sacabocas esterilizado los cuales se sellaron agregando a 
cada una 15 µL de agar. 
 
Los pozos estuvieron distribuidos de la siguiente manera: un blanco de DMSO al 
99%, un control (ampicilina 5 mg/mL para Salmonella sp y Salmonella gallinarium, 
ampicilina 25 mg/mL para Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, amoxicilina 5 
mg/mL para Escherichia coli ATCC 13706, Escherichia coli aislada de pollo y 
Staphylococcus aureus ATCC 25923) y tres diferentes concentraciones para el 
extracto en diclorometano (100, 50 y 25 mg/mL en DMSO al 99%).  En cada pozo 
se adicionaron 10 µl de las sustancias a evaluar. 
 
Se incubó a la temperatura requerida para cada microorganismo (37 ºC 
Escherichia coli y 43 ºC Salmonella) durante 24 horas (Esquema 5). 
 
Para cada concentración de extracto se realizó prueba por triplicado con cada 
microorganismo. 
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Adicionar 25 mL agar (Mueller Hinton) a 50 ºC
Dejar secar hasta solidificación
Perforar los pozos por medio de sacabocado
Adicionar a cada uno 15 L  agar, para sellar el pozo
Adicionar a cada uno de los pozos 10 L  de la sustancia 
correspondiente.
10 L
10 L
10 L
10 L
10 L
100 mg/mL
50 mg/mL25 mg/mL
Control
DMSO 99%
Incubar por 24 h a 37 ºC
Medición del halo de inhibición
Adicionar 100  mL del microorganismo (Abs 0.1)  y 
agitar.
Esquema 5.  Diagrama de la evaluación antibacterial.
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3.5.3.6. Medición del halo de inhibición. 
Después del periodo de incubación se evaluó la actividad antibacterial midiendo el 
halo de inhibición de crecimiento del microorganismo de cada extracto respecto al 
control, utilizando una regla de inhibición milimetrada de cefobid de cefaperazona 
tomando tres medidas en forma radial en cada pozo, largo, ancho y diagonal con 
el objetivo de obtener un control estadístico del factor inhibitorio.  El bioensayo por 
triplicado permite promediar los datos obtenidos y establecer el porcentaje de 
desarrollo del halo de inhibición del extracto evaluado. 
 
Todo el tratamiento fue realizado en presencia de un mechero Bunsen a gas, 
dentro de una cámara de flujo laminar, en un cuarto cerrado con poco flujo de aire, 
que permitió un medio estéril evitando posibles contaminaciones del medio.  
Igualmente, el material de vidrio, agar y caldos fueron previamente esterilizados. 
 
 
3.6. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE. 
 
3.6.1. Preparación de la solución de DPPH.. 
 
Se preparó una solución patrón de 2000 ppm del radical libre 1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo (DPPH.) en Met-OH, se almaceno a 0°C en recipiente ámbar y recubierto 
con papel aluminio para mayor protección contra la luz.  A partir de esta se 
preparó una solución de trabajo de DPPH. de 0.9 unidades de absorbancia y 
aproximadamente 517 nm. 
 
 
3.6.2. Medida de la actividad captadora de radicales libres. 
 
Se midió en el espectrofotómetro la absorbancia y la concentración del DPPH. a 
tiempo cero a 517 nm y se utilizo como blanco Met-OH, se tomaron 3 mL de la 
solución de DPPH. y 30 ìL de cada una de las fracciones obtenidas en el la 
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extracción en medio acuoso y del extracto en diclorometano a 915 ppm, 
transcurridos 50 minutos de reacción se midió la absorbancia y concentración a 
517 nm, los parámetros de tiempo y concentración del sustrato a evaluar han sido 
definidos por estudios previos en la cinética de reacción para la estandarización 
del método 42. 
 
Los resultados de la actividad antioxidante son expresados en ìeq de DPPH./g de 
extracto seco y cada medida de actividad antioxidante se realizó por triplicado. 
 
 
3.6.3. Preparación del control y medición de su actividad antioxidante. 
 
Se preparó una solución de ácido ascórbico en MeOH de 2000 ppm y se diluyó 
hasta obtener una solución de 915 ppm.  Se midió en el espectrofotómetro la 
absorbancia y la concentración del DPPH. a tiempo cero a 517 nm, posteriormente 
se tomaron 3 mL de la solución de DPPH y 30 ìL de la solución de ácido 
ascórbico (915 ppm) permitiendo su reacción durante 50 minutos, finalmente se 
tomo la absorbancia y concentración a 517 nm.  La medida de la actividad 
antioxidante del ácido ascórbico se realizó por triplicado. 
 
 
3.7. ANÁLISIS CROMATOGRAFÍA DE GASES ACOPLADO A 
ESPECTROMETRÍA DE MASAS. 
 
3.7.1. Condiciones del método cromatográfico y espectrométrico utilizado en 
el CG-EM IE.  
 
Temperatura del horno: 200 ºC 
Temperatura de inyección: 300 ºC 
Modo de inyección: Split  
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Modo de control de flujo: velocidad lineal 
Flujo de la columna: 0.60 mL/min 
Velocidad lineal: 30 cm/s 
Gas de arrastre: Helio 
Split: 50 
Temperatura de la fuente de iones: 230 ºC 
Temperatura de la interfase: 280 ºC 
Tiempo de inicio: 4 min 
Tiempo de finalización: 35 min 
Intervalo: 0.30 s 
Inicio m/z: 35 
Finalización m/z: 1000 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.1. EXTRACCIÓN DE Clidemia rubra. 
 
Después de realizado el proceso de extracción de la hoja seca de la 
melastomataceae C. rubra, el peso obtenido de cada uno de los extractos con 
cada sistema de extracción se comparó respecto al peso de la hoja seca de la 
planta colectada (Figura 11).  Se puede observar que la proporción no difirió 
significativamente entre el extracto i-PrOH-agua (65:35) y el extracto en DCM. 
 
 
Figura 11.  Extractos obtenidos de las hojas de C. rubra en A (DCM) y B (i-PrOH-
agua (65:35)). 
 
 
La placa cromatográfica del extracto en DCM fase normal en onda larga presentó 
una banda amplia de coloración roja correspondiente a la clorofila; para el 
fraccionamiento fue necesaria su eliminación.  Posteriormente se pasó una 
muestra por el cromatógrafo de gases acoplado a espectrómetro de masas para 
obtener un perfil quimiotaxonómico del extracto en CH2Cl2. 
 
El homogenizado en i-PrOH-agua (65:35) se concentró a presión reducida 
eliminando totalmente el i-PrOH para su posterior fraccionamiento L-L.  El peso 
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obtenido de cada uno de los extractos se comparó respecto al peso de las hojas 
secas de C. rubra para obtener el porcentaje de rendimiento de cada extracto 
(Figura 12). 
 
 
Figura 12.  Extractos obtenidos de las hojas de C. rubra en D (EtOAc), E (n-Bu-
OH) y F (Extracto Acuoso). 
 
El mayor rendimiento del fraccionamiento L-L del homogenizado i-PrOH-agua de 
C. rubra corresponde al extracto acuoso.  Su olor a panela y apariencia 
caramelosa refleja la existencia de una gran cantidad de azúcares. 
 
El extracto en EtOAc y en n-Bu-OH se rotuló y almacenó para posteriores 
estudios. 
 
 
4.2. EXTRACTO ACUOSO. 
 
4.2.1. Separación cromatográfica del extracto acuoso. 
El extracto acuoso se pasó a través de una columna cromatográfica utilizando 
DIAION HP-20 como fase estacionaria, resina que usa como principio de 
separación la exclusión molecular y la partición en fase ligada reversa, con un
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espesor de partícula de 100 µm y un tamaño de poro de 260 A.  En la columna 
quedan retenidos por inclusión compuestos menores a 10000 Da y por partición 
compuestos no polares.  Factor que favorece la separación de los polifenoles por 
ser compuestos de alto peso molecular y con alta polaridad. 
 
Se tomó la absorbancia a 280nm de las 152 fracciones recolectadas sobre 
DIAION HP-20 y se construyó un cromatograma (Figura 13). 
 
 
Figura 13.  Cromatograma fracciones obtenidas sobre DIAION HP-20. 
 
Las 152 fracciones se reunieron tomando como criterio de selección la similitud en 
la absorción a 280 nm entre una región de fracciones, finalmente se obtuvieron 8 
fracciones.  Se estableció la relación fracción:% de rendimiento (Figura 14). 
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Figura 14.  Histograma de rendimiento de las fracciones obtenidas a partir del 
extracto acuoso. 
 
Se observó el mayor rendimiento para la fracción E4-J con un rendimiento de 
7.36%.  A cada una de las fracciones obtenidas se les evaluó la actividad 
antioxidante. 
 
Aunque el extracto acuoso presentó buena separación y compuestos promisorios 
en la actividad captora de radicales libres respecto al rendimiento, no se trabajó ya 
que no enmarca los compuestos objeto de estudio en esta investigación como son 
los terpenos. 
 
 
4.3. EXTRACTO EN DICLOROMETANO. 
 
4.3.1. Separación cromatográfica del extracto en DCM. 
En la prueba preliminar realizada al extracto en DCM en placa cromatográfica de 
sílicagel fase normal utilizando como eluyente hexano:acetona 8:2 se evidenció la 
presencia de una gran cantidad de clorofilas (Figura 15) que interfería 
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notablemente en la separación de los compuestos, su posterior eliminación con 
carbón activado se corroboro realizando nuevamente una placa cromatográfica, el 
ensayo realizado con diferentes sistemas de elución condujo a la elección de la 
mezcla hexano:acetona como mejor sistema de separación. 
 
        
Figura 15. Placas cromatográficas en onda corta (254 nm) y larga (365 nm) del 
extracto D en DCM obtenido del proceso general de extracción. 
 
El fraccionamiento sobre sílicagel arrojó 233 fracciones y su monitoreo a través de 
placa cromatográfica sobre sílica gel permitió obtener finalmente 6 fracciones 
(Figura 16). 
 
A. 
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B. 
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(A) Onda corta, (B) Onda larga. 
Figura 16.  Monitoreo por cromatografía en capa fina en fase normal de las 
fracciones obtenidas del extracto en DCM sobre silicagel. 
Al extracto en DCM se le evaluó la actividad antioxidante. 
 
 
4.4. Perfil cromatográfico de la fracción DFc1 perteneciente al extracto en 
diclorometano de Clidemia rubra  
 
La fracción DFc1 presentó una coloración amarilla tenue, apariencia 
medianamente viscosa y olor pronunciado.  Su cromatografía en capa fina reveló 
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una mancha amplia visible solamente en onda larga, se procedió a pasar la 
muestra al cromatógrafo de gases acoplado a espectrometría de masas. 
 
 
Figura 17.  Cromatograma de masas por impacto electrónico del extracto en DCM 
de C. rubra. 
 
Del cromatograma (Figura 17) perteneciente a la fracción DFc1 se seleccionaron 
33 picos por su mayor resolución, de los cuales se identificaron ocho compuestos 
por análisis de espectrometría de masas por impacto electrónico modo scan y por 
comparación de éstos con la librería Wiley (Séptima edición 2003). 
 
La elucidación estructural proporcionó compuestos de tipo terpenoide, 
consecuente con la búsqueda.  Los terpenos y sus derivados con formula CnH2n-5 
se caracterizan por presentar relaciones m/z correspondientes a: 79, 93, 107, 121, 
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y 135.  A continuación se presenta el análisis espectral de los compuestos de ésta 
especie. 
 
 
4.4.1. Compuesto 1.  Timol. 
OH
Figura 18
 
 
Figura 19.  Espectro de masas por impacto electrónico del compuesto 1. 
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Figura 20.  Comparación del espectro de masas por impacto electrónico del 
compuesto 1 con la librería Wiley. 
 
El espectro de masas del pico 1 (tR 16.1 min.) del cromatograma (Figura 19) se 
identificó por comparación con la librería WILEY7N2.LIB como timol (5-metil-2-
isopropil-fenol) (Figura 18) con un 93 % de similitud y fórmula molecular C10H14O, 
consistente con el pico del ión molecular observado a m/z 150 (Figura 20). 
 
El timol es un compuesto tipo fenol con picos moleculares intensos por estabilidad 
del sistema aromático ionizado y de características similares al tipo fenil-alcano 
C6H5(CH2)n+  (m/z 77,91,105,119,) 44.  La intensidad de M+. es grande y la 
tendencia a la protonación, menor que en los alcoholes.  El espectro tiene un 
carácter aromático pronunciado, y, debido a la presencia de oxígeno, los números 
de masa de los miembros superiores de la secuencia de los fragmentos 
típicamente aromáticos son una o dos unidades de masa mayores45. 
 
Las fragmentaciones del timol se explican por tres vías de ionización, dos en el 
sistema aromático generan rupturas homolíticas típicas de monoterpenos; la 
primera se atribuye a la ruptura alilíca del enlace â, propia de los árenos, y resulta 
la expulsión directa del radical metilo, ión [M-CH3]+, pico base m/z 135, estable por 
presentar diferentes estructuras resonantes que estabilizan la carga (Esquema 6, 
columna derecha). 
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La segunda, causa la perdida del radical isopropilo, ión [M-C3H7]+ pico m/z 107, 
característico de los fenoles estable por promover la formación del ión 
hidroxitropilio el cual presenta equilibrio tautomérico. 
 
La ionización de los electrones no compartidos del oxígeno genera diferentes 
fragmentos de baja intensidad, la primera vía implica la escisión homolítica del 
hidrógeno del OH y a través de un reagrupamiento de hidrógeno (rH)  se forma el 
tautómero ceto del timol, el mecanismo posiblemente involucra la pérdida de un 
átomo de hidrógeno y la eliminación de CO para generar m/z: 121(3.5%) de baja 
intensidad por efectos del sustituyente44.  La segunda vía conduce a la señal [M-
H2O]+, originada por deshidratación, de baja intensidad en fenoles meta-
sustituidos45 (Esquema 6, columna central). 
 
El timol es un fenol volátil moterpénico presente en los aceites esenciales, al cual 
se le atribuye actividad antibacteriana frente a gram-positivos.  En lo que 
concierne a aceites esenciales no existe información en la literatura acerca de su 
presencia en la familia melastomataceae. 
 
 
 
 
4.4.2. Compuesto 2.  á-CUBEBENO. 
 
Figura 21
H
C3H7
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2e-
OH
e-
2e-
e-
2e-
C7H7O+
m/z 107 (18%)
C3H7
m: 43
OH
OH
C9H11O+
m/z: 135 (100%)
C10H14O+
m/z: 150 (51%) [M]+.
CH3
m: 15OH
OH2
H2O
m 18
C10H12+
m/z: 132(1.4%)
rH
C10H14O+
m/z: 150 (51%) [M]+.
C10H14O+
m/z: 150 (51%) [M]+.
OH
OH
OH
H
OH
H
C9H13+
m/z: 121 (3.5%)
-H, -CO
m: 29
Esquema 6. Fragmentaciones del compuesto 1.  Timol.  
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Figura 22.  Espectro de masas por impacto electrónico del compuesto 2. 
 
 
Figura 23. Comparación del espectro de masas por impacto electrónico del 
compuesto 2 con la librería Wiley. 
 
El espectro de masas del pico 2 (tR 16.4 min.) del cromatograma (Figura 22) se 
identificó por comparación con la librería WILEY7N2.LIB como á-cubebeno (21) 
con un 94% de similitud, fórmula molecular C15H24, consistente con el pico del ión 
molecular observado a m/z: 204 (Figura 23). 
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Un contribuyente significativo del pico del ión molecular del á-Cubebeno, ión [M-
C3H7]+ (83%), se da por ionización de uno de los enlaces adyacentes al isopropilo, 
generando un carbocatión secundario que promueve ruptura homolítica para 
liberar el radical isopropilo y restablecer el enlace.  A su vez el pico m/z: 161 
genera la pérdida de una molécula de propano por rompimientos heterolíticos, ión 
m/z: 119 (70%), estable por efecto de los dobles enlaces en su estructura 
resonante (Esquema 7, columna derecha). 
 
El  pico base m/z: 105 se origina por pérdida de una molécula neutra de C4H8 del 
pico m/z: 161, su intensidad se explica por el reagrupamiento de la estructura que 
da estabilidad a la carga (Esquema 7, columna central). 
 
La ionización del doble enlace y heterólisis de un enlace alílico permite el 
reagrupamiento de la molécula y perdida de C8H16,  ión m/z: 92 (10%), y por 
perdida de un hidrógeno se forma el ión m/z: 91 (30%), estable por la formación 
del ión tropilio (Esquema 7, columna izquierda). 
 
 
4.4.3. Compuesto 3.  COPAENO. 
 
Figura 24
H
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(Z) H
C3H7
H
C3H7
H
C3H7
C3H7
H
H
C7H8+
m/z: 92 (10%)
C7H7+
m/z: 91(30%)
H
C15H24+
m/z: 204 (14%) [M]+.
C12H17+
m/z: 161 (83%)
H
C9H11+
m/z: 119 (70%)
H
H
C8H9+
m/z: 105 (100%)C8H16
m: 112
C4H8
m: 56
C3H7
m: 112
C3H6
m: 112
e-
2e-
e-
2e-
C15H24+
m/z: 204 (14%) [M]+.
Esquema 7. Fragmentaciones del compuesto 2.  alfa-Cubebeno.
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    Figura 25.  Espectro de masas compuesto 3.  Copaeno. 
 
 
Figura 26. Comparación del espectro de masas por impacto electrónico del 
compuesto 3 con la librería Wiley. 
 
 
El espectro de masas del pico 3 (tR 16.9 min.) del cromatograma (Figura 25) se 
identificó por comparación con la librería WILEY7N2.LIB como copaeno (Figura 
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24) con un 94 % de similitud, fórmula molecular C15H24 y pico del ión molecular a 
m/z 204 (Figura 26). 
 
La ionización del doble enlace de la molécula de copaeno y escisión homolitica del 
metilo genera el  ión [M-CH3]+, con perdida de un fragmento neutro para dar el ión 
[M-C6H12]+ correspondiente al pico base m/z 105 (Esquema 8, columna derecha). 
 
Una segundo tipo de ionización se da en el ciclo de seis átomos de carbono 
seguido de la pérdida de un radical propilo se genera el pico m/z: 161 (95%), 
estable por la regeneración del ciclo de seis átomos de carbono y por la expulsión 
de un radical secundario, rupturas heterolíticas consecutivas permite la escisión de 
dos radicales CH2: pico m/z: 147 y 133, y tras la perdida de una molécula neutra 
se forma m/z: 93 (38%) (Esquema 8, columna izquierda). 
H
C3H7
m: 43
H
C12H17+
m/z: 161 (95%)
H
H C11H15+
m/z: 147 (3%)
H
C10H13+
m/z: 133 (10%)
C7H9+
m/z: 93 (38%)
H
H
C15H24+
m/z: 204 (12%) [M]+.
CH3
m:15
C14H21+
m/z: 189 (4%)
H
C6H12
m: 84
C8H9+
m/z 105 (100%)
m: 14
CH2
Esquema 8.  Fragmentaciones del Compuesto 3.  Copaeno.
C15H24+
m/z: 204 (12%) [M]+.
m: 14
CH2
m: 40
C3H4
e-
2e-
e-
2e-
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4.4.4. Compuesto 4. 
 
Figura 29
 
 
 
     Figura 27. Espectro de masas por impacto electrónico del compuesto 4. 
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Figura 28. Comparación del espectro de masas por impacto electrónico del 
compuesto 8 con la librería Wiley. 
 
El espectro de masas del pico 4 (tR 17.1 min.) del cromatograma (Figura 27) se 
identificó por comparación con la librería WILEY7N2.LIB como 1H-
Ciclopenta(1,3)cyclopropa(1,2)benzeno (Figura 29), con un 95 % de similitud, 
fórmula molecular C15H24, consistente con el pico del ion molecular m/z: 204 
(Figura 28). 
 
La fragmentación simple de 1H-Ciclopenta(1,3)cyclopropa(1,2)benzeno en el anillo 
hexagonal permite la escisión homolitica del radical isopropilo, ión [M-C3H7]+,  pico 
base m/z 161, intenso por la regeneración del ciclo y la salida de un radical 
estable.  Posteriormente la molécula puede sufrir dos fragmentaciones, la primera 
conduce a la formación del pico estable m/z 79 (72%) con eliminación de una 
molécula neutra C6H10, la segunda vía conduce a la pérdida consecutiva del 
radical inestable CH2:, para generar el pico m/z:147 (5%), m/z 133 (15%), m/z: 119 
(24%) y m/z: 105 (49%) (Esquema 9, columna izquierda). 
 
El doble enlace de la molécula permite la localización de la carga, desde el punto 
de vista energético en la ionización se pierde, en primer lugar, un electrón ð, y la 
carga se sitúa en el átomo de carbono unido por el doble enlace.  El rearreglo y 
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pérdida de una molécula neutra genera m/z 120 (20%)45 (Esquema 9, columna 
derecha). 
 
C6H7+
m/z: 79 (72%)
C12H17+
m/z: 161 (100%)
C11H15+
m/z: 147 (6%)
C9H11+
m/z: 119 (24%)
C9H12+
m/z: 120 (20%)
C6H10
m: 82
C15H24+
m/z: 204 (12%)
CH2
m: 14
C6H12
m: 84
C15H24+
m/z: 204 (12%)
C3H7
m: 43
CH2
m: 14
C10H13+
m/z: 133 
(15%)
CH2
m: 14
CH2
m: 14
C8H9+
m/z: 105 (49%)
e-
2e-
e-
2e-
Esquema 9. Fragmentaciones del compuesto 4.
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4.4.5. Compuesto 6. 
 
Figura 30
 
 
 
 
    Figura 31. Espectro de masas por impacto electrónico del compuesto 6. 
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Figura 32. Comparación del espectro de masas por impacto electrónico del    
compuesto 6 con la librería Wiley. 
 
El espectro de masas del pico 6 (tR 18.5 min.) del cromatograma (Figura 31) se 
identificó por comparación con la librería WILEY7N2.LIB como 1-Isopropil-4,7-
dimetil-1,2,3,5,6,8a-hexahidro-naptaleno (Figura 30) con un 89 % de similitud, con 
fórmula molecular C15H24 y pico de ión molecular a m/z 204 (Figura 32). 
 
El pico base m/z: 161 se forma por pérdida del radical isopropilo, ión [M-C3H7]+, y 
por la escisión del enlace C-C en un punto de ramificación, el ión pierde un radical 
inestable CH2: para generar un pico débil m/z: 147 (8%) (Esquema 10, columna 
izquierda). 
 
La retrorreacción de Diels-Alder (RDA) equivale a la escisión de dos enlaces 
sencillos alílicos sin transposición, origina fragmentos iónicos pares a partir de 
iones moleculares pares, es un caso importante de la influencia de los dobles 
enlaces sobre la fragmentación y se interpreta como una localización inequívoca 
del doble enlace en un derivado del ciclohexeno y una localización parcial de los 
sustituyentes.  El modelo mecanístico de la reaccion postula una ionización que va 
en dirección de la homolisis del primer enlace arílico, a la fragmentación se 
antepone una isomerización que puede interpretarse como transposición de 
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hidrógeno, que al transcurrir con rapidez y facilidad produce la imagen de un doble 
enlace móvil, y por procesos homolíticos se elimina una molécula neutra de C5H12 
para formar el pico m/z 134 (34%), finalmente la eliminación de un radical metilo 
CH3 origina el pico m/z: 119 (57%)46 (Esquema 10, columna central). 
 
El tercer tipo de ionización origina el pico m/z: 189 (10%) por perdida de un radical 
metilo (Esquema 10, columna izquierda). 
 
 
4.4.6. Compuesto 16. 
 
O
Figura 33
O
Figura 34
 
 
 
Figura 35. Espectro de masas por impacto electrónico del compuesto 16. 
 
 
GRUPO POLIFENOLES UTP 
 
 
 82
C14H21+
m/z: 189 (10%)
C12H17+
m/z: 161 (100%)
C11H15+
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Esquema 10. Fragmentaciones del compuesto 6.
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Figura 36. Comparación del espectro de masas por impacto electrónico del 
compuesto 16 con la librería Wiley. 
 
Para el espectro de masas del pico 16 (tR 20.0 min.) del cromatograma (Figura 35) 
se obtuvo por comparación con la librería WILEY7N2.LIB el compuesto 4-(2,6,6-
Trimetil-ciclohex-1-enil)-but-3-en-2-eno (Figura 33), con un 81 % de similitud, pico 
de ión molecular a m/z 192 y fórmula molecular C13H20O (Figura 36), sin embargo, 
la masa molecular del compuesto 16 difiere significativamente en 43 unidades de 
masa atómica del compuesto reportado por la librería, por tanto para el análisis de 
una posible estructura se ha tenido en cuenta el espectro tomado por el método de 
ionización química positiva (PCI) (Figura 37). 
 
Del ión cuasi-molecular (MH)+ presente en el espectro por PCI, de menor energía 
interna que el ión molecular producido por EI, y formado por una reacción de 
protonación con una unidad de masa atómica mayor a la masa molecular de la 
estructura, se infiere que la formula molecular del compuesto debe ser equivalente 
a 220 u.m.a, teniendo en cuenta las fragmentaciones de cada espectro y el peso 
molecular el análisis sugiere la presencia de un grupo isopropil como sustituyente 
del anillo para obtener un peso atómico de 220 (Figura 34). 
 
La ionización en los orbitales no enlazantes del oxigeno favorece la fragmentación 
de los enlaces del átomo de C que soporta el heteroátomo, dando lugar a la 
formación de dos iones relativos, el pico base m/z: 177 (100%) por ruptura 
heterolítica del enlace covalente á, adyacente al grupo C=O, y m/z: 43 (48%) por 
escisión homolítica del enlace C-C, estable por la capacidad del oxigeno de 
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soportar la carga positiva lo cual influye sobre la intensidad de la señal en el 
espectro (Esquema 11). 
 
 
OO
O
C15H24O+
m/z: 220 (17%)
e-
2e-
C2H3O+
m/z: 43 (46%)
O
C13H21+
m/z:177 (100%)
C14H25
m:193
C2H3O
m: 43
 
Esquema 11.  Fragmentaciones del compuesto 16. 
 
 
4.4.7. Compuesto 26. 
 
O
Figura 38
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      Figura 39. Espectro de masa por impacto electrónico del compuesto 26. 
 
 
Figura 40. Comparación del espectro de masas por impacto electrónico del 
compuesto 26 con la librería Wiley. 
 
El espectro de masas del pico 26 (tR 23.2 min.) del cromatograma (Figura 39) se 
obtuvo por comparación con la librería WILEY7N2.LIB el compuesto 6,10,14-
trimetil-2-Pentadecanona (Figura 38), con un 93 % de similitud, fórmula molecular 
C18H36O y pico de ión molecular a m/z 268 (Figura 40). 
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El pico base m/z: 43 se da por la formación del ión acil CH3C+=O por la perdida del 
radical C16H33., diagnostico importante en espectros de masas aldehídos, cetonas 
esteres, ácidos y amidas.  El ión acil posee una alta estabilidad por el par de 
electrones libres del átomo de oxigeno, lo cual permite que presente una 
estructura resonante.  Otra fractura propia de compuestos carbonilos involucra la 
pérdida de un alqueno y la transferencia de un H del carbono ã al átomo de 
oxígeno del carbonilo, conocido como reagrupamiento McLafferty44.  Este 
reagrupamiento regioespecifico origina el pico m/z: 58 (63%) (Esquema 12). 
 
 
O
O
C2H3O+
m/z: 43 (100%)
e-
2e-
C16H33
m: 225
O
HOH
C3H6O+
m/z: 58 (63%)
O
C15H30
m: 210
C18H36O+
m/z.: 268 [M]+.
Esquema 12. Fragmentaciones compuesto 26.
 
 
Un segundo tipo de ionización implica la remoción de un electrón de un carbono 
de la cadena seguido del rompimiento del enlace adyacente C-C, con la pérdida 
del radical C10H19O. y la formación del ión C8H17+ pico m/z: 113 (11%), este ión 
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sufre un rompimiento heterolítico del enlace C-C adyacente para neutralizar la 
carga y genera m/z: 71 (72%).  Este pico es particular de compuestos con largas 
cadenas saturadas47 (Esquema 13). 
 
 
Esquema 13. Fragmentaciones compuesto 26.
O
e-
2e-
O
C8H17+
m/z: 113 (11%)
C3H6
m: 42
C5H11+
m/z: 71 (72%)
C10H19O
Mol. Wt.: 155
 
 
 
4.4.8. Compuesto 31. 
 
O O
Figura 41  
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     Figura 42. Espectro de masas por impacto electrónico del compuesto 31. 
 
Figura 43. Comparación del espectro de masas por impacto electrónico del 
compuesto 31 con la librería Wiley. 
 
El espectro de masas del pico 31 (tR 28.5 min.) del cromatograma (Figura 25) se 
identificó por comparación con la librería WILEY7N2.LIB como 6,10,14-trimetil-2-
Pentadecanona (23), con un 93 % de similitud, con fórmula molecular C18H36O y 
pico de ión molecular a m/z 268 (Figura 26). 
 
El pico base C5H7O2+ m/z: 69 se forma por ruptura homolitica del enlace ã, 
asumiendo que M+. se genera en el oxigeno cíclico.  El pico base puede sufrir una 
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serie de reagrupamientos que permiten la generación de picos de menor 
intensidad m/z: 43 (37%), 57 (20%) y 41 (18%) (Esquema 15, columna derecha). 
 
El segundo tipo de ionización implica una reacción de desplazamiento con 
reagrupamiento de hidrógeno para generar el pico m/z: 69 (28%) (Esquema 15, 
columna izquierda). 
Esquema 14. Fragmentaciones compuesto 31.
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4.5. ACTIVIDAD ANTIBACTERIAL. 
 
4.5.1. Evaluación antibacterial del extracto en diclorometano. 
La evaluación antibacterial se llevo a cabo por medio de la técnica perforación en 
placa de agar Kirby-Bauer modificado el cual arrojo un resultado positivo en la 
inhibición frente a Staphylococcus  aereus a las concentraciones de 100, 50 y 25 
mg/mL con halos promedio de 14.6, 12.7 y 10.1 mm correspondientes a 66.4, 57.4 
y 46.1% respecto al control, amoxicilina a 5 mg/mL.  El método se llevo a cabo por 
triplicado y se aprecia una relación lineal entre la concentración y el porcentaje de 
inhibición. 
 
Los resultados muestran un buen porcentaje de inhibición para la mínima 
concentración usada, 25 mg/mL, sin embargo, su evaluación no arrojo resultados 
representativos como para determinar la concentración mínima inhibitoria. 
 
Los datos obtenidos en la actividad antibacterial se encuentran reportados en la 
sección de ANEXOS (Tabla 1-6). 
 
 
4.6. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE. 
 
4.6.1. Actividad captora de radicales libres de las Fracciones obtenidas a 
partir del extracto acuoso. 
 
La evaluación de la actividad captora de radicales libres por el método 
espectrofotométrico con DPPH. a las fracciones E4A-E4N, obtenidas a partir del 
extracto acuoso de la especie C. rubra, presentó resultados positivos para todas 
las fracciones, la mayor actividad es exhibida por las fracciones E4L y E4F (2.0258 
y 2.0657) µeq de DPPH/g de fracción seca, la cual es casi igual a la actividad del 
control (ácido ascórbico, 2.51 µeq de DPPH/g de ácido ascórbico) (Figura 41).  
Resultado que se puede atribuir seguramente a compuestos tipo fenol y flavonoide 
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presentes en estas fracciones, típicos de la familia melastomataceae, y que se 
favorecen por el sistema de extracción acuoso.  Fracciones como E4K, E4H, E4E 
y E4D exhiben una actividad antioxidante significativa, sin embargo, su bajo 
rendimiento las descarta como fracciones promisorias. 
 
E4A y E4B no se les realizo la actividad dado la baja cantidad de fracción.  La 
actividad antioxidante fue realizada por triplicado para cada uno de las fracciones. 
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
E4C
E4D
E4E
E4F
E4G
E4H
E4I
E4J
E4K
E4L
E4M
E4N
Acido ascórbico
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0
ueq de DPPH/g de
fracción seca
% de Rendimiento
 Figura 41. Histograma de comparación entre la actividad antioxidante y el 
porcentaje de rendimiento de las fracciones obtenidas a partir del extracto acuoso 
de la especie C. rubra. 
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4.6.2. Actividad captora de radicales libres del extracto en DCM. 
 
Figura 42. Histograma de comparación entre la actividad antioxidante y el 
porcentaje de rendimiento del extracto en DCM de la especie C. rubra. 
 
Para el extracto en DCM se obtuvo un rendimiento mayor al 8% y una actividad 
captora de radicales libres inferior a 0.5  µeq de DPPH/g de ácido ascórbico, lo 
cual indica que el extracto exhibe muy baja actividad antioxidante, resultado 
acorde a lo esperado dado el tipo de compuestos presentes en esta fracción 
(Figura 42). 
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5. CONCLUSIONES 
 Del procedimiento empleado para la extracción de C. rubra  se obtuvieron  
rendimientos en masa de 5.84%, 1.67%, 1.37% y 4.77% para el extracto 
en DCM, EtoAC, n-BuOH y acuoso. 
 
 El extracto en DCM de la melastomatácea C. rubra no presenta inhibición 
contra Salmonella sp, Salmonella gallinarium, Escherichia coli ATCC, 
Escherichia coli aislada de pollo y Pseudomona aeruginosa. 
 
 El extracto en DCM de la melastomatácea C. rubra presenta un efecto 
bactericida frente a Staphylococcus aereus con halos de control de 
crecimiento de 14.6, 12.6 y 10.1mm a 100, 50 y 25 mg/mL 
respectivamente. 
 
 El extracto en DCM de C. rubra exhibe una baja actividad  captora de 
radicales libres dada la polaridad de sus compuestos y un rendimiento en 
masa de 5.84%. 
 
 Todas las fracciones obtenidas a partir del extracto acuoso muestran 
actividad captora de radicales libres positiva, predominando las fracciones 
E4L y E4F (2.0258 y 2.0657) µeq de DPPH/g de fracción seca, sin 
embargo, el mayor rendimiento se obtuvo para la fracción E4J con un 
7.36%. 
 
 Los resultados obtenidos fueron de alta reproducibilidad tanto para la 
evaluación de la actividad antioxidante como de la actividad antibacterial. 
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 Se elucidaron 8 estructuras de la fracción DFc1 por cromatografía de 
gases acoplada a espectrometría de masas. 
 
 Del perfil cromatográfico se determino timol, terpeno presente en aceites 
esenciales no característicos de la familia melastomataceae. 
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6. RECOMENDACIONES 
 
 Caracterizar los compuestos responsables de la actividad antioxidante del 
extracto acuoso, ya que se obtuvo altos resultados teniendo en cuenta el 
rendimiento. 
 Realizar una extracción por arrastre de vapor al material vegetal sin previo 
secado con el fin de determinar de cuantificar el timol debido a que es un 
compuesto de amplio uso en la industria farmacéutica y además que no es 
característico de la familia melastomataceae. 
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7. ANEXOS 
 
Tabla 1.  Actividad antibacterial de C. rubra frente a Salmonella sp. 
Salmonella sp. Inhibición del extracto en DCM.  (ppm). 
Inhibición del 
control (mm).  
Amoxicilina 
5000 ppm. 
Inhibición del 
solvente 
DMSO 99%. 
100000 50000 25000 
25 0 0 0 0 
24 0 0 0 0 
24 0 0 0 0 
24* 0* 0* 0* 0* 
 
Tabla 2.  Actividad antibacterial de C. rubra frente a Salmonella gallinarium. 
Salmonella gallinarium Inhibición del extracto en DCM.  (ppm). 
Inhibición del 
control (mm).  
Amoxicilina 
5000 ppm. 
Inhibición del 
solvente 
DMSO 99%. 
100000 50000 25000 
25 0 0 0 0 
24 0 0 0 0 
24 0 0 0 0 
24.3* 0* 0* 0* 0* 
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Tabla 3.  Actividad antibacterial de C. rubra frente a Escherichia coli ATCC 
13706. 
Escherichia coli ATCC 13706 Inhibición del extracto en DCM.  (ppm). 
Inhibición del 
control (mm).  
Amoxicilina 
Inhibición del 
solvente 
DMSO 99%. 
100000 50000 25000 
22 0 0 0 0 
19 0 0 0 0 
21 0 0 0 0 
20.7* 0* 0* 0* 0* 
 
 
Tabla 4.  Actividad antibacterial de C. rubra frente a Escherichia coli aislada 
de pollo. 
Echerichia coli aislada de pollo. Inhibición del extracto en DCM.  (ppm). 
Inhibición del 
control (mm).  
Amoxicilina 
Inhibición del 
solvente 
DMSO 99%. 
100000 50000 25000 
22 0 0 0 0 
22 0 0 0 0 
23 0 0 0 0 
22.3* 0* 0* 0* 0* 
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Tabla 5.  Actividad antibacterial de C. rubra frente a Pseudomona 
aeruginosa. 
Pseudomona aeruginosa Inhibición del extracto en DCM.  (ppm). 
Inhibición del 
control (mm).  
Amoxicilina  
Inhibición del 
solvente 
DMSO 99%. 
100000 50000 25000 
17 0 0 0 0 
19 0 0 0 0 
18 0 0 0 0 
18* 0* 0* 0* 0* 
 
 
Tabla 6.  Actividad antibacterial de C. rubra frente a Staphylococcus aereus. 
Staphylococcus aereus Inhibición del extracto en DCM.  (ppm). 
Inhibición del 
control (mm) 
Ampicilina 
25000 ppm. 
Inhibición del 
solvente 
DMSO 99%. 
100000 50000 25000 
21 0 14.4 13 10.6 
24 0 15.5 12.2 10.1 
21 0 13.9 12.7 9.7 
22* 0* 14.6 12.7 10.1 
 
*: PROMEDIO. 
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